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Tendo em vista que a habênula é um núcleo diencefálico envolvido no processamento
nociceptivo e sua estimulação induz antinocicepção em ratos. Estudos realizados em
camundongos, ratos e em humanos indicam que os esteróides gonadais têm também um
importante papel na sensibilidade dolorosa. Como a habênula é uma região rica em
receptores opióides e está envolvida no controle do ciclo reprodutivo e comportamento
sexual além de ter sido implicada na modulação da nocicepção, escolhemos esta estrutura
para investigar a influência do ciclo estral sobre o efeito antinociceptivo e antihiperalgesico
da microinjeção de DAGO, agonista opióide µ, no complexo habenular de ratas. Para isto
foram utilizadas ratas Wistar adultas com o ciclo estral monitorado e submetidas ao teste de
formalina e ao teste de hiperalgesia mecânica (à formalina ou CFA), usando os filamentos de
VonFrey, sendo microinjetadas na Habênula com DAGO (1ug/0,5uL) ou salina como
controle. O ciclo estral não teve efeito na nocicepção causada pela formalina nos animais
controle. Porém, a microinjeção de DAGO evidenciou diferenças de sensibilidade ao efeito
antinociceptivo do opióide entre as fases do ciclo estral no teste de formalina. Animais em
Proestro e Estro foram mais sensíveis à antinocicepção induzida pelo DAGO na habênula. O
efeito antinociceptivo do DAGO foi melhor evidenciado na interfase da resposta à formalina
sugerindo que os mecanismos inibitórios descendentes ativados neste período são
potencializados pelos hormônios ovarianos e dependem da habênula. Os hormônios
ovarianos inibiram o aumento da atividade das enzimas NOS constitutiva e induzida e o
desenvolvimento da hiperalgesia mecânica à formalina uma vez que foram os animais em
Diestro I os que mostraram maior atividade destas enzimas. Também foram as ratas em
Diestro I as que desenvolveram hiperalgesia mecânica maior comparada às demais fases do
ciclo estral. A maior hiperalgesia mecânica nestes animais correlacionou-se portanto, com o
aumento da atividade das NOS constitutiva e induzida na medula espinhal. O efeito
antihiperalgesico do DAGO injetado na Hb foi sensível ao ciclo estral quando o estímulo
nocivo usado foi formalina, mas não CFA. A hiperalgesia mecânica causada pelo CFA foi
aumentada pelos altos níveis de hormônios ovarianos, ao contrário daquela causada por
formalina.   
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Resumo 
 
INFLUÊNCIA DO CICLO ESTRAL SOBRE O EFEITO ANTINOCICEPTIVO E 
ANTIHIPERALGESICO DA MICROINJEÇÃO DE DAGO, AGONISTA OPIÓIDE µ, 
NO COMPLEXO HABENULAR DE RATAS 
 
A habênula é um núcleo diencefálico envolvido no processamento nociceptivo e 
sua estimulação induz antinocicepção em ratos. Vários estudos têm sugerido que 
a habênula está engajada numa variedade de funções biológicas importantes, tais 
como comportamentos reprodutivos, processamento central da dor, nutrição, ciclo 
sono-vigília, respostas de estresse e aprendizado. Estudos realizados em 
camundongos, ratos e em humanos indicam que os esteróides gonadais têm 
também um importante papel na sensibilidade dolorosa. Ratos fêmeas mostram 
alterações no limiar nociceptivo associadas a flutuações hormonais, como no ciclo 
estral, gravidez e lactação. Como a habênula é uma região rica em receptores 
opióides e está envolvida no controle do ciclo reprodutivo e comportamento sexual 
além de ter sido implicada na modulação da nocicepção, escolhemos esta 
estrutura para investigar a influência do ciclo estral sobre o efeito antinociceptivo e 
antihiperalgesico da microinjeção de DAGO, agonista opióide µ, no complexo 
habenular de ratas. Para isto foram utilizadas ratas Wistar adultas com o ciclo 
estral monitorado e submetidas ao teste de formalina e ao teste de hiperalgesia 
mecânica (à formalina ou CFA), usando os filamentos de VonFrey, sendo 
microinjetadas na Habênula com DAGO (1ug/0,5uL) ou salina como controle. O 
ciclo estral não teve efeito na nocicepção causada pela formalina nos animais 
controle. Porém, a microinjeção de DAGO evidenciou diferenças de sensibilidade 
ao efeito antinociceptivo do opióide entre as fases do ciclo estral no teste de 
formalina. Animais em Proestro e Estro foram mais sensíveis à antinocicepção 
induzida pelo DAGO na habênula. O efeito antinociceptivo do DAGO foi melhor 
evidenciado na interfase da resposta à formalina sugerindo que os mecanismos 
inibitórios descendentes ativados neste período são potencializados pelos 
hormônios ovarianos e dependem da habênula. Os hormônios ovarianos inibiram 
o aumento da atividade das enzimas NOS constitutiva e induzida e o 
desenvolvimento da hiperalgesia mecânica à formalina uma vez que foram os 
animais em Diestro I os que mostraram maior atividade destas enzimas. Também 
foram as ratas em Diestro I as que desenvolveram hiperalgesia mecânica maior 
comparada às demais fases do ciclo estral. A maior hiperalgesia mecânica nestes 
animais correlacionou-se portanto, com o aumento da atividade das NOS 
constitutiva e induzida na medula espinhal. O efeito antihiperalgesico do DAGO 
injetado na Hb foi sensível ao ciclo estral quando o estímulo nocivo usado foi 
formalina, mas não CFA. A hiperalgesia mecânica causada pelo CFA foi 
aumentada pelos altos níveis de hormônios ovarianos, ao contrário daquela 
causada por formalina. 
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Abstract 
 
THE ESTROUS CYCLE MODULATES THE ANTINOCICEPTIVE AND 
ANTIHYPERALGESIC EFFECTS OF THE µ OPIOID AGONIST, DAGO, 
MICROINJECTED INTO THE HABENULAR COMPLEX OF FEMALE RATS  
 
The habenular complex is a diencephalic nucleus involved in the modulation of 
nociception in rats.  There is extensive evidence placing this nucleus as an 
integrative centre for many other important biological functions such as feeding and 
reproductive behaviour, sleep-wakefulness cycle, stress responses and learning. 
Research in mice, rats and humans indicate that gonadal steroids play and 
important role in the regulation of pain sensitivity. Alterations in nociceptive 
threshold have been observed in female rats during the estrous cycle, pregnancy 
and lactation. Since the habenula is a limbic area rich in opioid receptors and 
involved in the control of sexual behaviour and antinociception, we chose to study 
this nucleus as a possible target for the influence of  the estrous cycle on the 
antinociceptive and antihyperalgesic effects of DAGO microinjections. Adult female 
Wistar rats were checked daily for their cycling status. They then had their 
nociceptive behaviour monitored on the formalin test and using the Von Frey 
filaments, we followed the development of mechanical hyperalgesia to intraplantar 
formalin injection. Another group of animals was tested with the Von Frey filaments 
after subcutaneous injection of CFA. The rats were pretreated with DAGO 
(1ug/0,5uL) or saline (control) into the habenula. The estrous cycle did not affect 
the behavioural response to formalin in the control group. However, DAGO 
microinjection resulted in an estrous cycle dependent antinociceptive effect. 
Animals in proestrous and estrous were the most sensitive to the opioid 
antinociception. This effect was better observed during the interphase of the 
response to formalin, suggesting that the descending inhibitory mechanisms 
activated during this period are potentiated by high levels of ovarian hormones and 
involve the habenular complex. The female steroids inhibited the increase in spinal 
NOS (both constitutive and induced isoforms) and the development of mechanical 
hyperalgesia to formalin, since we observed an increase in NOS activity in the 
diestrous I rats. Rats in diestrous I were also more sensitive to the hyperalgesic 
action of intraplantar formaline. The antihyperalgesic effect of DAGO microinjection 
into the habenula was sensitive to the estrous cycle in the formalin injected rats but 
not after CFA. The mechanical hyperalgesia induced by CFA was increased by 
high levels of ovarian steroids. DAGO microinjection also reverted the CFA 
hyperalgesic effect. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Nocicepção e dor 
 
A natureza e tratamento da dor têm sido, por motivos óbvios, objetos de 
interesse antes mesmo das mais antigas escrituras humanas conhecidas. Tábuas 
da civilização Babilônica datadas de 2250 a.C. relatam o uso de ervas em 
restaurações dentárias para o alívio da dor. Os primeiros relatos que explicam a 
utilização do ópio foram registrados por Hipócrates em 500 a.C. Esta droga, 
juntamente com a posterior descoberta das drogas anestésicas locais e gerais, 
fornece a base de nosso conhecimento atual sobre os caminhos da dor 
(PLEUVRY e LAURETTI, 1996). 
Há quase um século atrás, SHERRINGTON (1906) propôs a existência do 
nociceptor, um neurônio sensorial primário, que é ativado por estímulos com a 
capacidade de causar dano tecidual. A sensação que chamamos de dor, 
geralmente acompanha a maioria das enfermidades da humanidade. Embora a 
dor seja conhecida por todos, além de uma sensação, é uma experiência 
extremamente pessoal, subjetiva, diferindo consideravelmente entre os indivíduos.  
Devido a estas características multidimensionais, o Comitê de Taxonomia da 
Associação Internacional para o Estudo da Dor (I.A.S.P.), define dor como uma 
sensação e experiência desagradável associada com um dano tecidual atual ou 
potencial, ou descrita como tal dano. Assim como outras sensações, a dor pode 
ser modulada por experiências comportamentais, pois não envolve somente a 
transmissão do estímulo nocivo, mas também diferentes fatores emocionais, 
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sociais, culturais, ambientais e cognitivos (MERSKEY, 1979; MERSKEY e 
BOGDUK, 1994; RUSSO e BROSE, 1998; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 
2001). Sendo assim, nem todo estímulo nocivo que ativa os nociceptores deflagra 
necessariamente uma experiência de dor assim como a experiência de dor não é 
obrigatoriamente proporcional à atividade dos nociceptores. A relação entre a 
percepção da dor e a ativação dos nociceptores, portanto, envolve um complexo 
processamento pelas vias sensoriais, e a natureza altamente subjetiva da dor é 
um dos fatores que dificulta sua compreensão e tratamento clínico (BASBAUM et 
al., 2000). 
Uma distinção entre dor e nocicepção se faz necessária, pois o termo 
nocicepção refere-se somente à recepção do sinal pelo Sistema Nervoso Central 
(SNC) evocado pela ativação de receptores sensoriais especializados 
(nociceptores) provenientes de um tecido danificado (FÜRST, 1999; LOESER e 
MELZACK, 1999). Além do que já foi descrito por MERSKEY (1979), a dor serve 
como um sinal de alerta resultante de um estímulo produzido por ameaça a algum 
tecido do organismo a fim de detectar, localizar e até mesmo identificar o tecido ou 
órgão lesado (DRAY, 1995; MILLAN, 1999). Além disso, a dor pode ser 
denominada de acordo com o tipo de lesão e/ou mediadores envolvidos em 
“nociceptiva”, “neurogênica”, “neuropática” e “psicogênica”, a qual está associada, 
respectivamente, com estimulação excessiva dos nociceptores, com lesão ao 
tecido neural, com a disfunção de um nervo ou com fatores psicológicos (MILLAN, 
1999). Somando-se a isso, algumas desordens ocorrem comumente em pacientes 
que experimentam a dor, como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um 
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estímulo nocivo) e hiperalgesia (dor em resposta a um estímulo não-nocivo) 
(BESSON, 1999). 
Portanto, a hiperalgesia manifesta-se por um aumento da resposta aos 
estímulos nocivos ou irritantes aplicados sobre o campo receptivo de neurônios 
nociceptivos presentes na área lesada. A hiperalgesia consiste em aumento da 
resposta aos estímulos de baixa intensidade, geralmente inócuos, aplicados em 
áreas adjacentes à área lesada. Tais eventos resultam de alterações patológicas 
no local da lesão, seguido de alterações em neurônios do gânglio da raiz dorsal e 
neurônios espinhais (“wind-up” ou sensibilização progressiva), pode levar a 
aumento da resposta a determinados estímulos na medula espinhal 
(sensibilização central) (LUO e CIZKOVA, 2000). 
 Em termos de duração, um episódio de dor pode ser agudo, crônico ou 
transitório. Na dor aguda, ocorre geralmente lesão e ativação dos nociceptores no 
sítio lesionado. Já a dor crônica é causada geralmente por uma lesão ou 
patologia, sendo que essa também pode ser perpetuada por outros fatores que 
não os causadores iniciais da dor. No tipo transitório, a ativação dos nociceptores 
ocorre na ausência de qualquer dano tecidual, sendo a ativação dos nociceptores 
caracterizada por descargas espontâneas. (LOESER e MELZACK, 1999). 
O entendimento dos mecanismos envolvidos na transmissão do processo 
doloroso tem progredido dramaticamente nos últimos anos, em grande parte 
devido a um aprimoramento na compreensão dos mecanismos envolvidos na 
fisiologia das fibras aferentes e no processo de neurotransmissão no corno dorsal 
da medula espinhal (BESSON e CHAOUCH, 1987; GRUBB, 1998, FÜRST, 1999; 
MILLAN, 1999). A transmissão da dor envolve ainda uma interação complexa de 
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estruturas periféricas e centrais, desde a superfície da pele até o córtex cerebral, 
onde o sinal nociceptivo está sujeito a uma variedade de modulações facilitatórias 
e inibitórias, do nociceptor até as estruturas cerebrais envolvidas na percepção e 
cognição da dor (BROMM e LORENZ, 1998; FÜRST, 1999; URBAN e GEBHART, 
1999). 
As terminações periféricas sensoriais livres encontradas em todas as partes 
do corpo têm a função de transmitir o sinal nociceptivo da periferia para os 
neurônios secundários do corno dorsal e, através das vias ascendentes da medula 
espinhal, os neurônios secundários levam as informações para os centros 
integradores do SNC (DRAY e PERKINS, 1997; GRUBB, 1998; BESSON, 1999; 
MILLAN, 1999; URBAN e GEBHART, 1999). Os sinais nocivos são gerados em 
fibras aferentes finas do tipo C e Aδ, que respondem a uma variedade de 
estímulos fisiológicos intensos tais como calor, frio, compressão e substâncias 
potencialmente nocivas. Os neurotransmissores liberados por estes nociceptores 
são o glutamato e substância P. Outras moléculas como o NO são também 
importantes mediadores ou moduladores nociceptivos espinhais.  
Embora o NO em condições fisiológicas não seja o principal mediador da 
transmissão dos estímulos periféricos para o sistema nervoso central, diversos 
estudos farmacológicos, eletrofisiológicos e imunohistoquímicos têm sugerido o 
envolvimento do NO em processos nociceptivos. No sistema nervoso central, 
foram demonstradas altas concentrações de NO Sintase nas lâminas superficiais 
do corno dorsal da medula espinhal (DUN et al., 1992, 1993; SAITO et al., 1994) e 
em neurônios sensoriais de gânglios da raiz dorsal (AIMI et al., 1991). Há 
 13 
evidências também, do envolvimento da óxido nítrico sintase (NOS) neuronal na 
atividade de pequenos neurônios aferentes primários, reconhecido como 
participantes na transmissão nociceptiva. A presença de NOS no corno dorsal da 
medula, principalmente nas lâminas I, II e X e em núcleos cerebrais relacionados 
com a nocicepção, é indicativo do envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc nesse 
fenômeno (DUN et al., 1992). 
O tratamento com inibidor de GMPc (guanilato ciclase) reduz a concentração 
de glutamato e o comportamento nociceptivo como mostrado por KAWAMATA e 
OMOTE (1999). Assim, a ativação de receptores NMDA espinais está 
provavelmente ligada à via NO-GMPc que pode levar à liberação de 
neurotransmissores excitatórios, resultando em aumento da hiperexcitabilidade 
neuronal no corno dorsal. 
Os nociceptores primários fazem sinapses no corno dorsal da medula 
espinhal com neurônios de segunda ordem da medula espinhal. Os neurônios de 
segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender pelo trato 
espinotalâmico, projetando suas fibras terminais principalmente ao tálamo. No 
tálamo, neurônios de terceira ordem emitem axônios através da cápsula interna ao 
córtex somatosensorial, onde a percepção do estímulo nocivo ocorre, ou emitem 
axônios ao giro cingulado anterior, onde é acrescentada a conotação emocional 
da dor (RUSSO e BROSE, 1998).  A via da dor descrita acima representa uma 
rota clássica, mas existem outras vias possíveis, envolvendo estruturas nervosas 
diferentes (BESSON, 1999; JABBUR e SAADÉ, 1999). Além disso, o trato 
espinotalâmico projeta axônios ao mesencéfalo e à ponte rostral, fazendo 
sinapses em complexos nucleares, incluindo o núcleo magno da rafe (NMR) e o 
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núcleo reticular gigantocelular (NRG). Ambas estruturas estão envolvidas na 
regulação descendente de neurônios de segunda ordem (RUSSO e BROSE, 
1998; BESSON, 1999; FÜRST, 1999, MILLAN, 1999). Os neurotransmissores 
envolvidos no controle descendente da transmissão da dor (tais como opióides 
endógenos, serotonina, noradrenalina) inibem a excitação dos neurônios de 
segunda ordem causada pela aplicação de estímulo nocivo no seu campo 
receptivo (RUSSO e BROSE, 1998; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999). 
 
1.2. Antinocicepção  
 
Em 1911, HEAD e HOLMES postularam influências modulatórias na dor. Eles 
propuseram que o tálamo seria o centro para a percepção da dor e que o 
neocortex, o centro discriminativo, modularia as respostas do tálamo para o 
estímulo nocivo. HAGBARTH e KERR (1954) forneceram a primeira evidência 
direta de que sítios supraespinhais controlam as vias ascendentes (sensoriais) e 
CARPENTER et al (1965) demonstraram um controle descendente de impulsos 
sensoriais de vias ascendentes. A existência de um sistema modulatório 
específico para dor, entretanto, foi postulado em 1965 por MELZACK e WALL na 
Teoria da Comporta da dor (“Gate Control Theory”). Influências supraespinhais 
foram propostas mas, ainda não tinham sido claramente demonstradas para o 
controle descendente da nocicepção. Em 1967, WALL demonstrou que estruturas 
do tronco cerebral tonicamente inibem neurônios nociresponsivos na medula 
espinhal. 
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Os primeiros estudos sobre a existência de sistemas antinociceptivos 
endógenos, originados em estruturas supraespinhais, surgiram após a descoberta 
de que a estimulação elétrica de alguns sítios do mesencéfalo rostral e diencéfalo 
caudal era capaz de diminuir a sensibilidade dolorosa em animais de 
experimentação (REYNOLDS, 1969; MAYER et al., 1971; MAYER e PRICE, 1976; 
RHODES e LIEBESKIND, 1974). A área que primeiro chamou a atenção foi a 
substância cinzenta periaquedual (SCP), e posteriormente, a rafe bulbar (NMR, 
NRGC e NRPGC) de onde se origina a maior parte das fibras descendentes à 
medula (FIELDS e BASBAUM, 1978). Estudos neuroanatômicos evidenciaram que 
o núcleo magno da rafe (NMR) envia fibras à medula, inervando o corno dorsal (LI, 
e LV) e o corno ventral (LVI e VII). As fibras descendem bilateralmente pelo 
funículo dorsolateral (FDL). O núcleo da rafe paragigantocelular (NRPGC) projeta-
se pelo FDL e também pelo funículo ventrolateral (FVL). O núcleo da rafe 
gigantocelular (NRGC), por sua vez, envia fibras à medula pelo FVL e pelo 
funículo ventral (para uma revisão das projeções destes três núcleos ver FIELDS e 
BASBAUM, 1978; BASBAUM, 1980 e BASBAUM e FIELDS, 1980). 
Em relação aos núcleos da rafe, é importante destacar que os mesmos 
recebem conexões da SCP ventrolateral (principalmente o NMR e NRPGC). A 
medula (tratos ascendentes), por sua vez, inerva a SCP, o NRPGC e o NRGC, 
incluindo grupos celulares noradrenérgicos A5 (ver BASBAUM e FIELDS, 1980, 
1984; VAN BOCKSTAELE et al., 1991; CAMERON et al., 1995). Outros tratos que 
eventualmente podem participar do controle descendente da sensação dolorosa, 
por projetar-se à medula (ver WALBERG, 1992) são os originados no locus 
coeruleus (inerva as LI, IV, VI – IX bilaterais, a coluna intermédio lateral e a LX 
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com terminais catecolaminérgicos), no colículo superior (trato tecto-espinhal com 
terminais nas LVI-VIII), no hipotálamo (projeta-se pelo FDL e termina nas LI-III e 
coluna intermédio lateral) e nas áreas ricas em dopamina A11 e A13 (diencéfalo 
caudal e zona incerta que se projetam pelo FDL até a LI e o canal central). 
Outras regiões envolvidas com o controle da dor são vários núcleos 
hipotalâmicos que se projetam à SCP, o núcleo pretectal anterior e a habênula 
que possuem eferências à rafe bulbar e mesencefálica, respectivamente. 
 
 
1.3. O complexo habenular 
 
O complexo habenular (habênula, Hb) representa filogeneticamente uma 
estrutura constante no diencéfalo de todos os vertebrados.  Esta estrutura é 
formada por um par de núcleos simetricamente justapostos à linha média do 
diencéfalo, sendo uma estrutura epitalâmica que faz parte do sistema límbico.  
Várias evidências têm sugerido que a Hb está engajada numa variedade de 
funções biológicas importantes, tais como comportamentos reprodutivos, 
processamento central da dor, nutrição, ciclo sono-vigília, respostas de estresse e 
aprendizado (ANDRES et al., 1999). 
Os primeiros achados sobre o papel fisiológico da Hb resultaram de 
inferências neuroanatômicas e alguns estudos de estimulação elétrica deste 
núcleo. Devido às conexões com a área preóptica e baseado em outros trabalhos , 
CRAGG (1961) sugeriu que esta área poderia participar de um sistema de perda 
de calor. Opostamente e décadas antes, KABAT (1936) obteve diminuição da 
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freqüência e amplitude respiratória com a estimulação elétrica da Hb.  NIELSON et 
al. (1958) mostraram que a estimulação elétrica desta área inibia a execução de 
uma tarefa aprendida. Já, HERNANDEZ-PEÓN et al. (1963) e REINERT (1964) 
descreveram reações de alerta decorrentes da estimulação elétrica da Hb em 
gatos. 
Vários trabalhos foram realizados visando investigar a possível participação 
da Hb no comportamento sexual de ratos fêmeas. A lesão da Hb medial (ZOUHAR 
e DE GROOT, 1963) causa anormalidades nos ciclos estrais e freqüência de 
cópulas, assim como diminuição da concentração do hormônio luteinizante (LH) 
na hipófise. RODGERS e LAW (1968) comprovaram que o implante de hexestrol 
(estrogênico) na Hb, e outras áreas aumenta o número de cópulas e lordose em 
ratos fêmeas. Outro estudo mostrou que o estradiol na Hb aumenta a 
concentração de LH na hipófise (MOTTA et al,. 1968). MOSS et al. (1974) 
obtiveram diminuição do número de cópulas com a estimulação elétrica da Hb em 
ratos fêmeas. Em ratos machos MODIANOS et al. (1974) mostraram que a lesão 
da Hb não afeta o comportamento sexual. 
WANG e AGHAJANIAN (1977) mostraram que os neurônios serotonérgicos 
do núcleo dorsal da rafe (NDR) eram inibidos com a estimulação elétrica da Hb. 
Posteriormente, SPECIALE et al. (1980) detectaram aumento da concentração do 
ácido 5 – hidróxi indolacético (5HIAA) no NDR após lesão da Hb. E, NISHIKAWA e 
SCATTON (1985) propuseram que a influência da Hb sobre o NDR se daria pela 
transmissão de substância P no fascículo retroflexo que ativaria neurônios 
serotonérgicos e gabaérgicos da rafe.  
 18 
A Hb poderia, então, participar da integração de várias funções cerebrais e, 
principalmente, das respostas comportamentais e emocionais a estímulos 
ambientais. A influência desta área sobre os núcleos NDR e NMR, de comprovada 
participação nos sistemas antinociceptivos, levaram à investigação da possível 
influência da Hb no controle da dor. WATSON et al. (1977) estudaram o efeito 
antinociceptivo (avaliado no teste de “tail-flick”) resultante da estimulação elétrica 
de feixes catecolaminérgicos nas proximidades da Hb e sugeriram que este feixe 
poderia integrar as reações emocionais à dor com regulação fina da sensação 
dolorosa. A estimulação nociva aumenta a captação de 2-deoxi-glicose na Hb 
(PORRO et al., 1987). A estimulação elétrica ou microinjeção de morfina na Hb 
induzem antinocicepção avaliada no teste de formalina (COHEN e MELZACK, 
1985, 1986). Também, no teste de “tail-flick”, a estimulação elétrica da Hb de ratos 
leva a um aumento do limiar nociceptivo, sendo revertido por naloxona (MAHIEUX 
e BENABID, 1987; TERENZI et al., 1990). 
O efeito da estimulação elétrica da habênula descrito por COHEN e 
MELZACK (1985) teve características diferentes daquele observado por TERENZI 
et al. (1990). Em fêmeas (COHEN e MELZACK, 1985), o efeito antinociceptivo 
teve duração significativamente maior que em machos (TERENZI et al., 1990) 
levando à indagação sobre o papel de influências hormonais nesta diferença. 
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1.4. Hormônios gonadais: 
 
Além de seus efeitos no ciclo estral, menstrual e reprodução, os hormônios 
gonadais têm numerosos efeitos comportamentais e tróficos por agirem sobre o 
cérebro, começando durante a fase embrionária e continuando durante a idade 
adulta (PILGRIM e HUTCHINSON, 1994; McEWEN e ALVES, 1999). Muitas 
destas ações também envolvem áreas do cérebro que não estão envolvidas 
primariamente com a reprodução, como no processo de memória e suas 
alterações durante o envelhecimento e doenças neurodegenerativas. Por 
exemplo, estudos mostram que terapia de reposição hormonal com estrógenos 
induz a expressão das enzimas de síntese da acetilcolina nos neurônios da parte 
basal do cérebro que inervam o córtex cerebral e o hipocampo, e que participam 
do aprendizado e da memória (ver GARCIA-SEGURA et al., 2001). Estudos 
clínicos e experimentais apontam para um papel de neuroproteção do estradiol, 
sugerindo que o estradiol diminui o risco e progressão da doença de Alzheimer e 
esquizofrenia e pode melhorar a recuperação de injúrias neurológicas traumáticas 
(ver GARCIA-SEGURA et al., 2001). 
De particular interesse para o nosso trabalho, estudos realizados em 
camundongos, ratos e em humanos indicam que os esteróides gonadais têm 
também um importante papel na sensibilidade dolorosa (ver UNRUH, 1996; 
FILLINGIM e NESS, 2000 e GARCIA-SEGURA et al., 2001) 
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1.4.1. Hormônios gonadais e dor: 
 
Ratos fêmeas mostram alterações no limiar nociceptivo associadas a 
flutuações hormonais, como no ciclo estral, gravidez e lactação, sendo que no 
estro, diestro I, parte do período de gestação e no período após o parto ocorre 
maior sensibilidade à dor no teste de retirada de cauda do que nos períodos de  
altos níveis de estradiol (diestro II e proestro) assim como na última fase de 
gestação (no dia do parto) ocorre um aumento abrupto do limiar nociceptivo 
(MARTINEZ-GÓMEZ et al., 1994; CRUZ et al., 1994). No teste de escape que 
avalia dor fásica através de estímulos eletrocutâneos, a amplitude da flexão do 
membro, latência, e vocalização variam durante o ciclo estral, sendo que as ratas 
são mais sensíveis durante o proestro e diestro, ao contrário do encontrado no 
teste de retirada da cauda. Todavia, o ciclo estral não altera comportamentos 
nociceptivos provocados pela formalina a 1% (VINCLER et al., 2001). A remoção 
dos ovários diminui o limiar para a dor no teste de retirada da cauda, o qual foi 
revertido pelo estradiol. Na placa quente a ovariectomia diminui o tempo de reação 
e o estradiol diminui ainda mais a latência (FORMAN et al., 1989). Quando 
avaliadas pelo limiar de escape ao choque elétrico nas patas, ratos fêmeas na 
última fase de gestação apresentam limiares nociceptivos mais altos do que 
fêmeas não gestantes (GINTZLER, 1980). Este fenômeno é modulado por um 
perfil gestacional de estradiol e progesterona (DAWSON-BASOA e GINTZLER, 
1993) dependente dos níveos de opióides endógenos (SANDER et al., 1988). 
Em nosso laboratório, SEGATTO et al. (2001) mostraram que em ratos 
submetidos ao teste de formalina, os machos apresentaram menor sensibilidade 
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em relação às fêmeas, sendo esta diferença significativa entre machos e fêmeas 
em estro, na fase aguda da resposta nociceptiva. 
VINCLER et al. (2001) avaliaram os efeitos dos hormônios ovarianos 
circulantes no comportamento nociceptivo usando o teste de escape e o teste de 
formalina e, concluíram que as diferentes fases do ciclo estral não alteraram os 
comportamentos nociceptivos produzidos pela formalina 1% na fase aguda e na 
fase tônica do teste. Outros autores mostraram que as ratas testadas na tarde do 
proestro apresentaram uma menor latência do reflexo de escape comparando com 
diestro I. DEXHEIMER (2002), trabalhando em nosso laboratório,  observou que 
em ratas ovariectomizadas tratadas com progesterona + estradiol sc manifestaram 
o menor índice de dor em relação aos outros tratamentos (animais tratados 
somente com progesterona ou estradiol) quando submetidos a injeção de 
formalina 1%. Baseado nestes resultados nós sugerimos que os hormônios 
ovarianos possam atuar de modo sinérgico modulando comportamentos 
associados com dor fásica e não influenciando a dor tônica. 
 
1.5.2. Hormônios gonadais e analgesia opióide 
 
A sensibilidade ao efeito da morfina, analgésico opióide, é modulada pelo 
ciclo estral como mostrado por VINCLER et al. (2001), sendo que em fêmeas, a 
sensibilidade ao efeito analgésico da morfina durante o proestro foi menor do que 
nas outras fases do ciclo estral. Da mesma forma, a analgesia com morfina no 
teste de retirada da cauda varia com o estado reprodutivo. Em períodos de baixa 
atividade secretória ovariana (diestro) a sensibilidade é maior que quando 
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comparada ao proestro e estro. Porém, ratas ovariectomizadas e no período pós-
parto apresentaram atenuada sensibilidade à morfina (revertida por tratamento 
com testosterona) quando comparadas a ratas ciclando normalmente ou falso-
operadas no proestro (BANERJEE et al., 1983). A morfina (2,5, 5 e 10 mg/Kg, iv) 
produziu significativa resposta analgésica durante o diestro e período pós-parto no 
teste de retirada da cauda, todavia no pós-parto a analgesia foi significativamente 
menor em todas as doses testadas do que no diestro (JANIK et al., 1992).  
O limiar para dor medido através do limiar de escape ao choque elétrico 
aumentou gradualmente durante a gestação com aumento abrupto um a dois dias 
antes do parto (GINTZLER, 1980). Este fenômeno pode estar relacionado ao 
efeito dos esteróides gonadais no número de receptores opióides µ que variam 
durante as diferentes fases do ciclo estral, apresentando um significante aumento 
no número destes receptores na manhã do proestro e na tarde do estro (LIMONTA 
et al., 1989), à concentração de β-endorfina na gestação e parto (WARDLAW e 
FRANTZ, 1983) em áreas como o mesencéfalo, a amígdala e o hipotálamo. 
KRZANOWSKA e BODNAR (1999) mostraram que ratas em estro foram 
significativamente menos sensíveis do que as ovariectomizadas quando foram 
injetadas com morfina na substância cinzenta periaquedual ventral lateral (SCPvl) 
e submetidas aos testes de retirada da cauda e limiar de escape. 
Em nosso laboratório, ratas ovariectomizadas tratadas com progesterona 
(1mg/0,1mL) mais estradiol (1µg/0,1mL) subcutâneo (sc) mostraram sensibilidade 
diminuída ao DAGO intracerebroventricular (icv), agonista de receptor opióide µ, 
na fase inflamatória do teste de formalina (2a fase da resposta). Os animais 
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tratados apenas com estradiol mostraram menor sensibilidade ao DAGO icv na 
fase da dor aguda no teste de formalina, já os animais tratados apenas com 
progesterona (similar à fase de diestro I) mostraram a melhor analgesia, sugerindo 
o envolvimento da atividade ovariana modulando a sensibilidade para a ação dos 
opióides (DEXHEIMER, 2002). No entanto, como a administração do DAGO foi 
icv, não foi possível determinar o sítio (ou sítios) onde o opióide produziria seus 
efeitos antinociceptivos. Como a habênula é uma região rica em opióides e está 
envolvida no controle do ciclo reprodutivo e comportamento sexual além de ter 
sido implicada na modulação da nocicepção, escolhemos esta estrutura para 
investigar os efeitos do ciclo estral sobre a antinocicepção opióide. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral 
 
Através deste estudo propomos determinar a influência do ciclo estral sobre 
efeito antinociceptivo e antihiperalgesico da microinjeção de DAGO, agonista 
opióide µ, no complexo habenular de ratas. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
• Investigar se a microinjeção de DAGO na habênula produz antinocicepção 
sensível ao ciclo estral em animais injetados com formalina. 
• Determinar se o ciclo estral altera a atividade das enzimas NOS 
(constitutiva e induzida) espinhal induzida pela formalina. 
• Avaliar se a microinjeção de DAGO na habênula altera a atividade das 
enzimas NOS (constitutiva e induzida) espinhal de forma diferente ao longo 
do ciclo estral. 
• Investigar se a hiperalgesia mecânica induzida pela injeção de formalina ou 
CFA é sensível ao ciclo estral. 
• Avaliar se a atividade antihiperalgesia da microinjeção de DAGO na 
habênula é sensível ao ciclo estral. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Animais 
 
Foram utilizadas 148 ratas da espécie Rattus norvegicus, tipo Wistar, com 
peso de 180 a 220 g. Os animais foram mantidos em grupos de cinco ou seis por 
caixa (40 x 30 x 15 cm), com água e ração ad libitum. A iluminação foi mantida 
artificialmente através de lâmpadas fluorescentes com ciclo claro/escuro de 12/12 
horas, o período de escuro iniciando-se às 19 horas. 
Cada animal foi submetido uma única vez ao teste de formalina ou adjuvante 
completo de Freund (CFA), para minimizar o sofrimento do mesmo, de acordo 
com os princípios éticos de experimentação animal preconizados pelo COBEA 
(1991). Este projeto foi cadastrado sob o no de protocolo 076/CEUA e 
2308000109/2001-42/UFSC. 
 
3.2. Protocolos experimentais 
 
3.2.1. Teste de Formalina 
 
Os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação das 
cânulas-guia conforme descrito no item 3. Após sete dias, foi iniciado o 
monitoramento do ciclo estral (ver item 4). Os animais foram colocados numa 
caixa de vidro de 30x25x40 cm para ambientação durante 10 minutos. Logo após, 
os animais foram contidos e microinjetados com salina ou DAGO na habênula e 
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devolvidos à caixa. Cinco minutos após, os animais receberam injeção subcutânea 
de 0,05 mL de formalina 2,5% na pata posterior direita e devolvidos à caixa para 
registro do comportamento durante 60 minutos através de um programa de 
computador desenvolvido na UNICAMP (PAINLAB) (esquema 1). 
Controle
Proestro n=8
Estro n=8
Diestro I n=8
Diestro II n=7
DAGO
Proestro n=8
Estro n=6
Diestro I n=6
Diestro II n=7
Cirurgia 
estereotáxica
Ambientação por 
10 minutos
7 dias
Injeção de 
DAGO ou 
salina na 
habênula
5 min
Injeção de 0,05 mL
formalina 2,5% sc 
na pata posterior 
direita
Registro 
comportamental 
durante 60 minutos
 
Esquema 1: Teste de formalina. 
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3.2.2. Avaliação da Atividade das NOS na medula espinhal 
 
Após o teste de formalina, os animais foram mantidos dentro da caixa de 
vidro por mais 30 minutos. Após este período, foram mortos por decapitação e a 
porção L4 a L5 da medula espinhal (1,5 cm) foi retirada rapidamente e colocada 
em um tubo eppendorf limpo e seco para ser armazenada a -80ºC. As amostras 
foram então homogeneizadas com tampão de ensaio (descrito no item 7) e 
submetidas à determinação da atividade da NOS (esquema 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Controle
Proestro n=8
Estro n=8
Diestro I n=8
Diestro II n=7
DAGO
Proestro n=8
Estro n=6
Diestro I n=6
Diestro II n=7
Cirurgia 
estereotáxica
Ambientação por 
10 minutos
7 dias
Injeção de 
DAGO ou 
salina na 
habênula
5 min
Injeção de 0,05 mL
formalina 2,5% sc 
na pata posterior 
direita
Registro 
comportamental 
durante 60 minutos
 
Esquema 2: Avaliação da Atividade das NOS na medula espinhal. 
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 3.2.3. Teste da hiperalgesia mecânica após a injeção de formalina 2,5% 
intraplantar 
 
Os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação das 
cânulas-guia conforme descrito no item 3. Após sete dias, foi iniciado o 
monitoramento do ciclo estral (item 4). Os animais foram colocados numa caixa de 
vidro para ambientação durante 10 minutos. Logo após, foram contidos e 
microinjetados com salina ou DAGO na habênula e devolvidos à caixa. Cinco 
minutos após, os animais receberam injeção intraplantar de formalina 2,5% na 
pata posterior direita e devolvidos à caixa. Noventa minutos, 24 horas, 48 horas e 
4-5 dias após, os animais foram testados com os monofilmentos de Von Frey, 
sendo aplicada 10 vezes uma pressão mecânica nas patas ipsilateral e 
contralateral à formalina com os filamentos de 1g, 4g, 8g e 15g (esquema 3). 
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Controle
Injeção de salina 
na Habênula e 
formalina ip na 
pata
Proestro n=5
Estro n=5
Diestro I n=5
Diestro II n=5
DAGO
Injeção de DAGO 
na habênula e 
formalina ip na 
pata
Proestro n=5
Estro n=5
Diestro I n=5
Diestro II n=5
Basal
Injeção de salina ip
na pata
Proestro n=5
Estro n=5
Diestro I n=5
Diestro II n=5
 
 
 
 
 
 
 
 
Cirurgia estereotáxica Ambientação por 10 
min
7 dias Injeção de 
DAGO ou 
salina na 
habênula
5 min
Injeção de 0,05 mL
formalina 2,5% ou 
salina intraplantar na 
pata posterior direita
Estímulo mecânico 
de 10X com os 
monofilamentos de 
Von Frey nas patas 
ipsi e contralateral
90 min, 24h, 
48h e 4-5 
dias
Esquema 3: Teste de hiperalgesia mecânica após a injeção de formalina 2,5% 
intraplantar. 
 
3. 2.4. Teste da hiperalgesia mecânica após a injeção de CFA intraplantar 
 
Os animais foram tratados como no item 2.3 até o dia do teste. Neste dia, 
foram contidos e anestesiados com inalação de éter e então injetados com 0,1 mL 
de CFA  ou salina intraplantar na pata posterior direita. Quatro horas após, os 
animais foram microinjetados com DAGO ou salina na habênula. A hiperalgesia 
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mecânica foi testada com os monofilamentos de Von Frey de 2g, 4g, 6g, 8g, e 15g 
nos períodos de 5 minutos, 24horas, 48 horas e 4-5 dias após a microinjeção de 
DAGO ou salina na Hb, sendo aplicada 10 vezes uma pressão mecânica nas 
patas ipsilateral e contralateral ao CFA. Logo após o teste de hiperalgesia 
mecânica, os animais foram submetidos à medida do edema das patas ipsilateral 
e contralateral (esquema 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Controle
Injeção de salina 
na Habênula e CFA 
ip na pata
Proestro n=5
Estro n=5
Diestro I n=5
Diestro II n=5
DAGO
Injeção de DAGO 
na Habênula e CFA 
ip na pata
Proestro n=5
Estro n=5
Diestro I n=5
Diestro II n=5
Cirurgia estereotáxica Ambientação por 10 
minutos
7 dias
Injeção de DAGO ou 
salina na habênula
4h
Estímulo mecânico 
de 10X com os 
monofilamentos de 
Von Frey nas patas 
ipsi e contralateral
Basal
Injeção de salina ip
na pata
Proestro n=5
Estro n=5
Diestro I n=5
Diestro II n=5
5min, 24h, 
48h e 4-5 
dias
Medida do edema 
das patas ipsi e 
contralateral
Injeção de 0,1 mL
CFA ou salina 
intraplantar na pata 
posterior direita
Esquema 4: Teste de hiperalgesia mecânica após a injeção de CFA intraplantar. 
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3.3. Cirurgia Estereotáxica  
 
O procedimento para a implantação de cânulas-guia foi realizado sob 
anestesia com Tiopental Sódico 35 mg/kg, ip (Thionembutal, Abbott) e Cloridrato 
de Xilazina 10 mg/kg, im (Virbaxil, Virbac), sob condições de assepsia. 
Para a implantação das cânulas-guia, as ratas foram anestesiadas e 
colocadas em um aparelho estereotáxico (Insight Equipamentos, Brasil) com a 
cabeça fixada por intermédio de barras posicionadas nos condutos auditivos e 
incisivos superiores. Na região de acesso cirúrgico ao crânio, uma incisão 
longitudinal foi realizada, removendo a pele de forma a expor a calota craniana. A 
porção exposta foi raspada. Em seguida, foi marcada a posição para a perfuração 
e implantação da cânula-guia seguindo as coordenadas descritas no Atlas 
estereotáxico de Paxinos e Watson (1998): 3,6 mm posterior ao bregma; 0,4 mm 
lateral à linha média e 2,8 mm ventral à superfície do crânio, ou seja, 2 mm acima 
do alvo, o complexo habenular. Nesta posição foi aberto um orifício de 1 mm de 
diâmetro no crânio, com auxílio de uma broca esférica de uso odontológico 
(Insight Equipamentos, Brasil). Para assegurar a estabilidade do implante, 
parafusos de níquel-prata (tamanho 1,4 mm, nº 218) foram fixados à calota 
craniana, próximos à cânula-guia, sendo este conjunto envolvido por acrílico 
autopolimerizável (Policron), formando uma estrutura sólida capaz de resistir aos 
eventuais choques na gaiola. 
Cânulas-guia foram confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (G23 
Becton Dickinson), com 0,6 mm de diâmetro externo (DE) e 12 mm de 
comprimento. 
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 3.4. Esfregaço Vaginal  
 
As ratas foram firmemente contidas pelo dorso, imobilizando-as com uma 
toalha por cima de seu corpo. O fluido vaginal foi coletado através do 
esvaziamento de um conta-gotas preenchido com cerca de 1 mL de solução salina 
na vagina da rata, introduzindo 1 cm de sua ponta na abertura vaginal. A solução 
foi aspirada de volta e colocada em uma lâmina de microscópio limpa, isenta de 
gordura. A análise foi feita no microscópio óptico com aumento médio (10 X). As 
fases do ciclo estral foram identificadas seguindo critérios descritos em NELSON 
(1995): 
a) Proestro: o esfregaço apresenta grande número de células epiteliais 
nucleadas, algumas células epiteliais corneificadas (sem núcleo) e 
ausência total de leucócitos. 
b) Estro: corneificação vaginal completa, ou seja, o esfregaço apresenta 
células epiteliais corneificadas (sem núcleo) e ausência total de 
leucócitos. 
c) Diestro I: as células epiteliais corneificadas apresentam-se em 
número reduzido e apareceram leucócitos e poucas células epiteliais 
nucleadas. 
d) Diestro II: o esfregaço apresenta leucócitos em abundância e 
algumas células epiteliais nucleadas. 
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3.5. Microinjeção intracerebral 
 
As injeções intracerebrais foram realizadas por meio de uma agulha injetora 
(G30 Becton Dickinson) com 14 mm de comprimento, introduzida na cânula-guia e 
conectada a um tubo de polietileno (PE 10) e este a uma microseringa Hamilton 
de 5 µL. O volume injetado foi de 0,5 µL administrados em um período de 60 s. Os 
testes de formalina e de Von Frey foram iniciados 5 min após a microinjeção. 
Foram administrados DAGO (acetato, SIGMA; agonista de receptor opióide 
µ) 1 µg/0,5 µL diluído em salina ou controle de 0,5 µL de salina em todos os testes 
comportamentais. 
 
3.6. Teste de Formalina 
 
O teste foi feito a partir do protocolo descrito por DEXHEIMER (2001) (ver 
item 2.1). O índice de dor para cada fase de teste foi calculado através de uma 
média ponderada considerando-se o tempo gasto em cada um dos 
comportamentos induzidos pelo agente nocivo e o tempo total de cada fase do 
teste, onde: 
0 (zero): o animal usa a pata injetada normalmente, 
1(um): o animal apóia a ponta dos dígitos no chão da caixa, favorecendo a 
pata injetada. 
2 (dois): o animal claramente eleva a pata e a mantém junto do corpo, sem 
apoiá-la, e 
3 (três) o animal lambe, morde e agita a pata agitada. 
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O teste de formalina foi desenvolvido e apresentado por Dubuisson e Dennis 
(1977) como um detalhado método para a avaliação de respostas 
comportamentais à dor o qual permite a quantificação da intensidade de dor nos 
animais, através da atribuição de pesos aos comportamentos registrados. 
CODERRE et al. (1993) avaliaram os pesos descritos por Dubuisson e Dennis 
(1977), validando este método como adequado para medir a intensidade da dor. O 
índice de dor, neste caso é obtido através da média ponderada do tempo gasto 
nas categorias comportamentais 1, 2 e 3, as quais respectivamente são atribuídos 
pesos 1, 2 e 3, sendo que o comportamento 1 representa um grau de dor menor 
que o comportamento 2 e este, por sua vez, sendo de menor intensidade que o 
comportamento 3. 
Em 1997, Watson e cols. revisaram os pesos das categorias 
comportamentais preservando a relação ordinal de categorias e pesos, propondo 
uma nova quantificação ótima (resultado de dor composta) medindo somente 
categorias de dor bem definidas que são as categorias 2 e 3, atribuindo-se pesos 
1 e 2 respectivamente, somados e divididos pelo tempo total da fase do teste. 
Neste trabalho foi calculado o índice de dor indicado como D1 segundo 
Coderre e cols (1993) e também o índice de dor, indicado como D2, segundo 
Watson e cols (1997). 
 
3.7. Ensaio da Atividade das NOS pelo Método da L-citrulina 
 
A atividade da NOS foi medida através da conversão de (H3)-L-arginina em 
(H3)-L-citrulina, onde o produto é separado do substrato graças à afinidade 
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diferencial de uma resina de troca iônica (descrito por Gopalakrishna e Nagarajan, 
1980 e aplicado por Bredt e Snyder, 1990). 
Para evitar-se consumo excessivo de substrato (tornando a cinética não-
linear) ou uma atividade tão baixa que aumentasse o erro das determinações, o 
volume a ser ensaiado de cada homogeneizado foi variado dentro do limite de 30 
µl, que é o volume máximo permitido pelo método. Quando o volume de amostra a 
ser ensaiado era menor que 30 µl, o volume restante era completado com tampão 
de homogeneização. Às amostras foram adicionados 50 µl de tampão de ensaio, 
misturados e incubados por 1 h em banho-maria a 37ºC. O tampão de ensaio era 
composto por 50 mM de KH2PO4; 1,2 mM de MgCl2; 0,25 Mm de CaCl2; 60 mM de 
L-valina; 1,2 mM de L-citrulina e 1mM de DTT. No dia do ensaio, os seguintes 
cofatores eram adicionados: 5µM de L-arginina, 4 µM de flavina adenina 
dinucleotídeo (FAD), 4 µM de flavina adenina mononucleotídeo (FMN), 10 µM de 
tetrahidrobiopterina (THB4), 200 µM de nicotinamida adenina difosfato reduzido 
(NADPH) e o equivalente a 0,1 µCi de (H3)-L-arginina. Após o período de 
incubação, a reação era terminada com adição de 500 µl de resina (Dowex AG-
50x8, forma sódica, 1:1 em água, pH 6,7). Após agitação, os tubos eram 
centrifugados por 3 minutos a 5.000 rpm. Cem microlitros de sobrenadante foram 
retirados e adicionados a 1 mL de líquido de cintilação (58% de fluido de cintilação 
[6 g/L de PPO + 0,2 g/L de POPOP em tolueno], 34% de Triton X-100 e 8% de 
água de Milli-Q). O tubo de ensaio foi vigorosamente agitado e em seguida a 
radioatividade foi quantificada em um contador β cintilação líquida. A determinação 
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da concentração protéica dos homogenatos foi feita através da absorção 
ultravioleta no comprimento de onda de 280 nm em cubetas de quartzo. 
Uma das vantagens do método da L-citrulina é que ele permite a 
determinação simultânea das duas categorias de NOS, as enzimas cálcio-
dependentes e as enzimas cálcio-independentes. Para tanto, cada amostra é 
ensaiada em três condições distintas, cada uma delas em um tubo distinto. A 
primeira delas, no assim chamado tubo T, consiste na incubação do homogenato 
com tampão de ensaio somente. A segunda, no tubo chamado de tubo E, consiste 
na incubação do mesmo volume de homogenato em questão com o tampão de 
ensaio (como acima descrito) mas acrescido de 1 mM de EGTA. Na última delas, 
no tubo chamado de tubo E+L, o homogenato é incubado com tampão de ensaio 
acrescido de 1 mM de EGTA + 1 mM de L-NIO (ou outro inibidor potente não-
seletivo das NOS). Assim, a subtração dos resultados dos tubos T e E dos 
resultados dos tubos T+E, para cada amostra de homogeneizado, desconta a 
contagem “não-específica”. O valor de [E-(E+L)] representa a atividade cálcio-
independente e o valor {[T – (E+L)] – [E- (E+L)]} representa a atividade cálcio-
dependente.  
 
3.8. Teste de Hiperalgesia Mecânica  
 
Para verificar o efeito do ciclo estral na hiperalgesia mecânica, foram feitos 
dois grupos experimentais: 
1) Injeção intraplantar de formalina: os animais foram contidos e 
microinjetados com salina ou DAGO (0,5 µL) no complexo 
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habenular. Cinco minutos após, o animal foi injetado com 0,05 mL 
de solução de formalina 2,5% ou salina intraplantar na pata 
posterior direita. O nível de hiperalgesia mecânica foi medido 
usando os monofilamentos de Von Frey, onde o animal foi 
submetido a uma pressão mecânica na pata injetada com o 
monofilamento e o nível de hiperalgesia foi dado pelo número de 
vezes de retirada da pata em resposta a este estímulo mecânico em 
dez aplicações do filamento (expresso em porcentagem). Foram 
usados 4 filamentos: 4,08 (1 g), 4,56 (4 g), 4,93 (8 g) e 5,18 (15 g). 
A hiperalgesia foi testada aos 90 minutos, 24 horas, 48 horas e 4-5 
dias (mesma fase do ciclo estral em que a rata se encontrava no 
momento da injeção de formalina ou salina) após a injeção de 
formalina ou salina.  
2) Injeção intraplantar de adjuvante completo de Freund (CFA): os 
animais foram levemente anestesiados com éter e injetados com 
0,1 mL de CFA ou salina intraplantar na pata posterior direita. 
Quatro horas após, os animais foram contidos novamente e 
microinjetado com salina ou DAGO (0,5 µL) no complexo habenular. 
O nível de hiperalgesia foi medido usando os monofilamentos de 
Von Frey, onde o animal foi pressionado com o monofilamento na 
pata injetada com a formalina e na pata contralateral 10 vezes e o 
nível de hiperalgesia foi dado pela porcentagem de retirada da pata 
em resposta a este estímulo mecânico. Foram usados 5 filamentos: 
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4,31 (2 g); 4,56 (4 g); 4,74 (6 g); 4,93 (8 g) e 5,18 (15 g).  A 
hiperalgesia foi testada 4h, 24h, 48 horas e 4-5 dias (mesma fase 
do ciclo estral em que a rata se encontrava no momento da injeção 
de CFA ou salina) após a injeção de CFA ou salina. Como controle 
basal, antes da injeção de CFA, os animais foram submetidos à 
pressão mecânica utilizando-se os mesmos monofilamentos.  
 
3.9. Medida do edema 
 
Durante o mesmo período de teste de hiperalgesia mecânica das ratas 
tratadas com CFA, foram feitas também as medidas dos volumes das patas 
ipsilateral e contralateral, onde a pata do animal foi submersa em solução de NaCl 
(0,1% p/v) e Triton x 100 (0,15% v/v) feita com água deionisada e destilada e o 
registro do volume foi feito utilizando-se um Pletismômetro Digital LE 7500 (Letica 
Scientific Instruments). 
 
3.10. Análise Histológica 
 
Após os testes, os animais foram sacrificados por decapitação e 
microinjetados com 0,5 µL de solução de 0,3 % de Azul de Evans no complexo 
habenular através da cânula guia, os cérebros foram removidos e preservados em 
solução de formalina 10% para fixação. Um dia antes da histologia o cérebro foi 
crio-preservado em sacarose (30%). Os cérebros então foram seccionados em 
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micrótomo de congelamento (LEICA CM1325) para verificar a correta localização 
da cânula. Secções de 30µm foram montadas em lâminas gelatinizadas e secas 
ao ar para observação em microscópio óptico. 
 
3.11. Análise Estatística 
 
A análise estatística foi realizada usando os testes paramétricos de ANOVA 
de 1 ou 2 vias, com análise Post Hoc de Duncan para avaliar as alterações dos 
índices de dor D1 e D2, as atividades das enzimas NOS e hiperalgesia mecânica 
ao longo do ciclo estral. Foi utilizado um programa estatístico (Statistica versão 5.0 
– Statsoft Inc.), sendo que como nível de significância foi adotado um valor de p< 
0,05. Os resultados foram expressos como média ±  epm (erro padrão da média). 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Efeito da Microinjeção de DAGO na Habênula de ratas na resposta 
comportamental ao Teste de Formalina 
 
A injeção sc de formalina na pata posterior direita provocou resposta 
nociceptiva como mostrado nas curvas de índice de dor 1 (D1) e índice de dor 2 
(D2) (Fig. 1 e 2). Estas curvas mostram que no tempo de 0-3 minutos (Etapa 1) a 
resposta ao estímulo nocivo da formalina é comparável à dor aguda (nociceptiva), 
alcançando valores maiores de índice de dor. Após este período ocorre uma 
diminuição da responsividade para o estímulo nocivo pelo animal que dura de 4-12 
minutos (Etapa 2 ou interfase) sendo que em seguida ocorre um aumento do 
índice de dor no período de 13-20 minutos (Etapa 3). Os valores de índice de dor 
permanecem elevados até o final da observação comportamental (Etapas 4 e 5) 
correspondendo à resposta tônica da dor que é causada pelos sinais de 
inflamação, envolvendo a sensibilização dos terminais nociceptivos periféricos e a 
facilitação da transmissão no corno dorsal e tálamo. 
O ciclo estral não teve efeito na nocicepção causada pela formalina nos 
animais controle (microinjetados com salina na habênula (Hb)) tanto no índice de 
dor 1 (D1) como no índice de dor 2 (D2) (Fig. 1 e 2).   
Porém, a microinjeção de DAGO (1µg/0,5µL) na Hb evidenciou diferenças de 
sensibilidade ao efeito antinociceptivo do opióide entre as fases do ciclo estral no 
teste de formalina já na estapa 1 do teste de formalina, quando medido pelo D1 
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(F(7,50) = 2,59, p = 0,02) e pelo D2 (F(7,50) = 2,12, p = 0,05) (Fig. 3 e 4). Ao analisar 
pontualmente a curva do índice de dor pelo tempo de observação, pode-se 
verificar as diferenças entre as respostas dos animais tratados com salina ou 
DAGO na Hb e também entre as fases do ciclo estral na sensibilidade à 
microinjeção de DAGO a cada minuto de observação das reações ao estímulo 
nociceptivo (Fig. 5 – 8). 
 Na etapa 1 do teste, o índice de dor D1 mostrou diferenças significativas nos 
animais em Proestro (p=0,01) e o índice de dor D2, nos animais em Estro (p=0,01) 
(Fig. 9A e B). Na etapa 2, interfase, houve diferença significativa em ambos 
índices de dor (D1 e D2) nos animais em Proestro (p=0,01; p=0,02, 
respectivamente) e em Estro (p=0,01; p=0,04, respectivamente) tratados com 
DAGO na Hb quando comparado ao grupo salina (Fig. 10A e B). Na etapa 3, final 
da interfase do teste de formalina, também foi detectada diferença significativa no 
índice de dor D1 nos animais em Proestro tratados com DAGO quando 
comparados ao controle (p = 0,02) (Fig. 11A). Na etapa 4, fase tônica, houve 
diferença significativa no índice de dor D1 apenas nos animais em Estro (p=0,04) 
(Fig. 12A). Enquanto que a na etapa 5, continuação da fase inflamatória, não foi 
observada diferença significativa nos índices de dor D1 e D2 em nenhuma fase do 
ciclo estral (Fig, 13 A e B). 
Quanto à sensibilidade ao efeito do DAGO na Etapa 1 do teste, esta foi maior 
nos animais em Proestro do que em Diestro I (p=0,03) e Diestro II (p=0,03) para 
D1 (Fig. 9A).  E, na etapa 2, os animais em Diestro II foram menos sensíveis que 
durante o Estro (p=0,05), enquanto que os animais em Diestro I foram menos 
sensíveis ao DAGO que Estro (p=0,03) e Proestro (p=0,04). Na etapa 3 os animais 
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em Estro e Proestro foram mais sensíveis que Diestro I (p=0,02; p=0,02, 
respectivamente). O índice de dor D2 mostrou que os animais em Proestro e Estro 
foram mais sensíveis ao DAGO que Diestro II (p=0,01 e p=0,04, respectivamente) 
(Fig. 10B). Nas outras etapas do teste não foram observadas diferenças na 
sensibilidade ao efeito analgésico do DAGO ao longo do ciclo estral (Fig. 12 e 13). 
Em todos os casos, as maiores diferenças foram detectadas quando o índice 
D1 (Coderre et al., 1993) foi calculado e analisado. 
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Figura 1: Perfil da resposta nociceptiva ao teste de formalina em ratas tratadas com salina na Hb nas diferentes 
fases do ciclo estral. Cada ponto das curvas representa a média do índice de dor D1 (Proestro n=8; Estro n=8, Diestro I 
n=8; Diestro II n=7). 
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Figura 2: Perfil da resposta nociceptiva ao teste de formalina em ratas tratadas com salina na Hb nas diferentes 
fases do ciclo estral. Cada ponto das curvas representa a média do índice de dor D2 (Proestro n=8; Estro n=8, Diestro I 
n=8; Diestro II n=7). 
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Figura 3: Efeito antinociceptivo da microinjeção de DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo estral 
em ratas. Cada ponto das curvas representa a média do índice de dor D1 (Proestro n=8; Estro n=8, Diestro I n=8; Diestro 
II n=7). 
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Figura 4: Efeito antinociceptivo da microinjeção de DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo estral 
em ratas. Cada ponto das curvas representa a média do índice de dor D1 (Proestro n=8; Estro n=8, Diestro I n=8; Diestro 
II n=7). 
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Figura 5: Efeito antinociceptivo da microinjeção de DAGO na Habênula no 
teste de formalina em ratas em Proestro. Cada ponto das curvas representa a 
média do índice de dor D1 (A) ou D2 (B). Para análise estatística foi utilizada a 
análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de 
Duncan, sendo considerado significativo quando p<0,05 (*). 
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Figura 6: Efeito antinociceptivo da microinjeção de DAGO na Habênula no  
teste de formalina em ratas em Estro. Cada ponto das curvas representa a média 
do índice de dor D1 (A) ou D2 (B). Para análise estatística foi utilizada a análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de Duncan, sendo 
considerado significativo quando p<0,05 (*). 
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Figura 7: Efeito da microinjeção de DAGO na Habênula no teste de formalina 
em ratas em Diestro I. Cada ponto das curvas representa a média do índice de dor 
D1 (A) ou D2 (B). Para análise estatística foi utilizada a análise de variância de 
uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de Duncan, sendo considerado 
significativo quando p<0,05 (*). 
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Figura 8: Efeito antinociceptivo da microinjeção de DAGO na Habênula no 
teste de formalina em ratas em Diestro II. Cada ponto das curvas representa a 
média do índice de dor D1 (A) ou D2 (B). Para análise estatística foi utilizada a 
análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de 
Duncan, sendo considerado significativo quando p<0,05 (*). 
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 Figura 9: Etapa 1 do teste de formalina (0 – 3min) comparando os 
tratamentos com salina e DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo 
estral em ratas. Cada barra representa a média do índice de dor D1 (A) ou de D2 
(B) ± EPM. As barras horizontais representam a diferença significativa entre os 
animais tratados com DAGO em Diestro I comparado a Proestro e Estro para o 
índice de dor D1 e entre os animais em Estro e Diestro II para o índice de dor D2. 
Para análise estatística foi utilizada a análise de variância de uma via (ANOVA) 
seguida pela análise post hoc de Duncan, sendo considerado significativo quando 
p<0,05 (*). 
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Figura 10: Etapa 2 do teste de formalina (4 – 12min) comparando os 
tratamentos com salina e DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo 
estral em ratas. Cada barra representa a média do índice de dor D1 (A) ou de D2 
(B) ± EPM. As barras horizontais representam a diferença significativa entre os 
animais tratados com DAGO em Diestro I comparado a Proestro e Estro para o 
índice de dor D1 e entre os animais em Estro e Diestro II para o índice de dor D2. 
Para análise estatística foi utilizada a análise de variância de uma via (ANOVA) 
seguida pela análise post hoc de Duncan, sendo considerado significativo quando 
p<0,05 (*). 
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  Figura 11: Etapa 3 do teste de formalina (13 – 20min) comparando os 
tratamentos com salina e DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo 
estral em ratas. Cada barra representa a média do índice de dor D1 (A) ou de D2 
(B) ± EPM. As barras horizontais representam a diferença significativa entre os 
animais tratados com DAGO em Diestro I comparado a Proestro e Estro para o 
índice de dor D1. Para análise estatística foi utilizada a análise de variância de 
uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de Duncan, sendo considerado 
significativo quando p<0,05 (*). 
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  Figura 12: Etapa 4 do teste de formalina (21 – 40min) comparando os 
tratamentos com salina e DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo 
estral em ratas. Cada barra representa a média do índice de dor D1 (A) ou de D2 
(B) ± EPM. Para análise estatística foi utilizada a análise de variância de uma via 
(ANOVA) seguida pela análise post hoc de Duncan, sendo considerado 
significativo quando p<0,05 (*). 
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Figura 13: Etapa 5 do teste de formalina (41 – 60 min) comparando os 
tratamentos com salina e DAGO (1µg/0,5µL) na Hb nas diferentes fases do ciclo 
estral em ratas. Cada barra representa a média do índice de dor D1 (A) ou de D2 
(B) ± EPM. 
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4.2. Medida das atividades das enzimas sintases do NO na medula espinhal 
de ratas submetidas ao Teste de Formalina 
 
Para determinar a atividade basal, os animais controle, não receberam 
injeção de formalina sc ou microinjeção de salina ou DAGO na Hb. Estes animais 
não apresentaram diferenças significativas ao longo do ciclo estral para as duas 
isoformas testadas da enzima sintase do óxido nítrico na medula espinhal, a NOS 
cálcio – dependente (NOSc) e a NOS cálcio – independente (NOSi) (Fig 14 e 15). 
Noventa minutos após a injeção sc de formalina 2,5%, os animais que foram 
microinjetados com salina na habênula mostraram um aumento significativo na 
atividade da enzima NOS cálcio – dependente em relação ao controle (F(11,38)= 
8,36, p= 0,001). Os animais em Diestro I apresentaram um aumento significativo 
na atividade desta isoforma quando comparado aos animais em Proestro (p = 
0,02). Nos animais que receberam a microinjeção de DAGO na Hb, a atividade da 
enzima NOS cálcio – dependente na medula espinhal foi significativamente maior 
que o controle em todas as fases do ciclo estral (Estro p=0,005; Proestro 
p=0,0004; Diestro I p=0,00004 e Diestro II p=0,0008) (Fig. 14). 
A medida da atividade da enzima NOS cálcio – independente na medula 
espinhal de ratas tratadas com salina na habênula e formalina 2,5% sc, mostrou 
um aumento significativo (F(11,38)= 2,32, p = 0,02). Sendo que os animais em 
Diestro I apresentaram um aumento nesta atividade em relação ao Proestro (p = 
0,004), Estro (p=0,0003) e Diestro II (p=0,04). Quando tratados com DAGO na 
habênula, apenas os animais em Diestro I mostraram uma redução significativa na 
atividade da enzima NOS induzida (p=0,002) (Fig. 15). 
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Figura 14: Perfil da atividade enzimática da NOS cálcio – dependente (NOSc) 
(pmol de citrulina/mg de proteína) na medula espinhal de ratos aos 90 minutos 
após a injeção sc de formalina. Os animais foram submetidos aos tratamentos 
com salina ou DAGO na habênula. (A) Proestro (B) Estro (C) Diestro I e (D) 
Diestro II. Cada barra representa a média ± EPM de 3 – 6 determinações e 
expressa a atividade total desta isoforma. Para análise estatística foi utilizada a 
análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de 
Duncan, sendo considerado significativo quando p < 0,05.  * comparado ao grupo 
controle basal, ♦ comparado ao grupo Proestro salina, • comparado ao grupo 
Diestro I salina. 
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Figura 15: Perfil da atividade enzimática da NOS cálcio – independente (NOSi) 
(pmol de citrulina/mg de proteína) na medula espinhal de ratos aos 90 minutos 
após a injeção sc de formalina. Os animais foram submetidos aos tratamentos 
com salina ou DAGO na habênula. (A) Proestro (B) Estro (C) Diestro I e (D) 
Diestro II. Cada barra representa a média ± EPM de 3 – 6 determinações e 
expressa a atividade total desta isoforma. Para análise estatística foi utilizada a 
análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pela análise post hoc de 
Duncan, sendo considerado significativo quando p < 0,05.  * comparado ao grupo 
controle basal, ♦ comparado aos grupos Estro, Proestro, e Diestro II salina, • 
comparado ao grupo Diestro I salina. 
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4.3. Efeito da microinjeção de DAGO na Habênula de ratas sobre o Teste de 
Hiperalgesia Mecânica 
 
4.3.1 Efeito sobre a Hiperalgesia Mecânica causada pela injeção intra-
plantar de Formalina 2,5% 
 
Os animais tratados com salina na Habênula que receberam injeção intra-
plantar de salina como controle, tiveram resposta hiperalgesica induzida pelos 
filamentos de 8g e 15g como mostra a figura 22 C e D (barras azuis), porém este 
efeito não foi afetado pelo ciclo estral.  
Ratas injetadas com formalina 2,5% na pata e que receberam microinjeção 
de salina na habênula mostraram diferenças na sensibilidade ao estímulo 
mecânico somente aos 90 minutos após a injeção de formalina com os filamentos 
de 4g, 8g e 15g (F(11,42)=1,58, p=0,13; F(11,42)=2,29, p=0,02; F(11,42)=2,90, p=0,006, 
respectivamente). Os animais em Diestro I mostraram sensibilidade mecânica 
significativamente maior quando comparado com o grupo controle (salina) 
(p=0,02; p=0,008; p=0,004, respectivamente) (Fig. 18 C e 22). Animais em 
Proestro, Estro e Diestro II não mostraram hiperalgesia mecânica (Fig. 18 A, B e D 
e 22). 
Ao comparar as respostas à pressão mecânica dos monofilamentos de Von 
Frey, observa-se diferenças entre as fases do ciclo estral na sensibilidade ao 
estímulo mecânico. Sendo que aos 90 minutos, os animais em Diestro I foram 
mais sensíveis que os animais em Proestro com o filamento de 4g (p=0,05), 8g 
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(p=0,008) e 15g (p=0,05). E também, com o filamento de 15g, os animais em 
Diestro I foram mais sensíveis que os animais em Diestro II (p=0,04) (Fig.22). 
A microinjeção do agonista opióide µ (DAGO) na Hb teve efeito hipoalgésico 
nos animais am Estro e Diestro II e antihiperalgesico nos animais em Diestro I, 
mas não teve qualquer efeito em Proestro. Isto foi verificado quando aplicada uma 
pressão de 15g (Estro: p=0,03 e Diestro II: p=0,02) e em Diestro I, quando usados 
os monofilamentos de 4g (p=0,04), 8g (p=0,01) e 15g (p=0,004)  (Fig. 18B, C e D 
e 22). 
Nos outros períodos testados (24 horas, 48 horas e 4-5 dias após formalina) 
não houve diferença na sensibilidade mecânica entre as fases do ciclo estral 
(Figuras 19 - 21). 
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Figura 18: Hiperalgesia mecânica 90 minutos após a injeção intra–plantar de 
formalina expressa como porcentagem de retirada da pata em dez estímulos 
aplicados a cada filamento. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. 
n=20, sendo 5 animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os 
animais injetados com salina apenas, F formalina e F + D representa os animais 
que receberam injeção de formalina e foram tratados com DAGO na habenula. 
*: p< 0,05 comparado com o controle (salina intra-plantar) 
#: p< 0,05 comparado aos animais que receberam tratamento com salina na 
habênula e formalina intra - plantar na pata. 
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Figura 19: Hiperalgesia mecânica 24 horas após a injeção intra–plantar de 
formalina expressa como porcentagem de retirada da pata em dez estímulos 
aplicados a cada filamento. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. 
n=20, sendo 5 animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os 
animais injetados com salina apenas, F formalina e F + D representa os animais 
que receberam injeção de formalina e foram tratados com DAGO na habenula. 
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Figura 20: Hiperalgesia mecânica 48 horas após a injeção intra–plantar de 
formalina expressa como porcentagem de retirada da pata em dez estímulos 
aplicados a cada filamento. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. 
n=20, sendo 5 animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os 
animais injetados com salina apenas, F formalina e F + D representa os animais 
que receberam injeção de formalina e foram tratados com DAGO na habenula. 
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Figura 21: Hiperalgesia mecânica 4-5 dias após a injeção intra–plantar de 
formalina (fase do ciclo estral em que os animais se encontravam quando foi 
injetado a formalina) expressa como porcentagem de retirada da pata em dez 
estímulos aplicados a cada filamento. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) 
Diestro II. n=20, sendo 5 animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa 
os animais injetados com salina apenas, F formalina e F + D representa os 
animais que receberam injeção de formalina e foram tratados com DAGO na 
habenula. 
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Figura 22: Efeito do ciclo estral na sensibilidade aos monofilamentos de Von 
Frey aos 90 minutos após a injeção intra-plantar de formalina 2,5%. (A) Pressão 
mecânica de 1 g. (B) Pressão mecânica de 4 g. (C) Pressão mecânica de 8 g. (D) 
Pressão mecânica de 15 g. * p< 0,05. n=5 por fase do ciclo estral. Sendo que S 
representa os animais injetados com salina apenas, F formalina e F + D 
representa os animais que receberam injeção de formalina e foram tratados com 
DAGO na habenula. 
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4.3.2 Efeito sobre a Hiperalgesia Mecânica causada pela injeção intra-
plantar de CFA 
 
Os animais tratados com salina na Hb que receberam injeção intraplantar de 
salina como controle não mostraram resposta hiperalgesica induzida pelos 
filamentos de Von Frey (Fig. 23 – 26, barras azuis). 
Ratas injetadas com CFA intraplantar, após receberem microinjeção controle 
de salina na habênula, desenvolveram hiperalgesia aos filamentos de Von Frey 
em todas as fases do ciclo estral. Este efeito foi significativo já às 4 horas após o 
CFA e a partir do filamento de 4g (F(11,48)=3,41, p=0,001) nas ratas em Estro (p= 
0,001), Proestro (p=0,05) e Diestro II (p=0,02). Já as ratas em Diestro I foram mais 
sensíveis a partir do filamento de 6g (p=0,004), comparados aos respectivos 
controles injetados com salina intraplantar (Fig. 23). 
A hiperalgesia mecânica permaneceu significativa até o último dia testado (4 
– 5 dias após CFA). Sendo que 24 horas após o CFA, ao receberem estímulos 
dos filamentos de 4g e 6g, ratas em Estro e Diestro II foram mais sensíveis que 
Proestro e Diestro I (p= 0,005 e p=0,008, respectivamente, para o filamento de 4g 
e p=0,00002 e p=0,001,respectivamente, para o filamento de 6g). Com o filamento 
de 8g, além das ratas em Estro e Diestro II apresentarem sensibilidade 
aumentada, ratas em Diestro I e Proestro também mostraram um aumento na 
sensibilidade (p= 0,0002, p=0,02, p= 0,02 e p=0,02, respectivamente). Porém, 
todas as fases do ciclo estral mostraram um aumento na sensibilidade ao estímulo 
mecânico com o filamento de 15g (Estro p=0,00009, Proestro p=0,008, Diestro I 
p=0,0008, Diestro II p=0,00001) (Fig. 24). 
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48 horas pós CFA, no entanto, os animais em Diestro I apresentaram 
hiperalgesia significativa já com o filamento de 1g testado (p=0,05), 
permanecendo até o último filamento testado (filamento de 4g p=0,0001, 6g 
p=0,004, 8g p=0,002 e 15g p=0,00002). Com os filamentos de 4g, 6g 8g e 15g, 
além dos animais em Diestro I, os animais em Estro também apresentaram 
sensibilidade aumentada ao estímulo mecânico (p=0,00005, p=0,0004, p=0,0005 e 
p=0,0001, respectivamente). Os animais em Proestro apresentaram sensibilidade 
mecânica significativamente aumentada com os filamentos de 8g e 15g (p=0,02 e 
p=0,002, respectivamente). E, também, os animais em Diestro II apresentaram 
hiperalgesia mecânica significativa com os filamentos de 8g e 15g (p=0,02 e 
p=0,05, respectivamente) (Fig. 25). 
No último dia do teste (4-5 dias pós CFA), os animais em Proestro 
apresentaram sensibilidade mecânica aumentada com todos os filamentos 
testados (sendo: filamento de 1g p=0,04; filamento 4g p=0,05; filamento de 6g 
p=0,01; filamento de 8g p=0,05 e filamento de 15g p=0,03). Os animais em Estro 
apresentaram hiperalgesia mecânica significativa com os filamentos de 6g, 8g e 
15g (p=0,00002, p=0,00001 e p=0,00003, respectivamente). Os animais em 
Diestro I mostraram aumento na sensibilidade aos monofilamentos de 4g, 6g, 8g e 
15g (p=0,05, p=0,05, p= 0,007 e p=0,00004, respectivamente). E, os animais em 
Diestro II não apresentaram hiperalgesia mecânica significativa com os filamentos 
testados (Fig. 26). 
A pata contra-lateral não apresentou mudanças na sensibilidade mecânica 
aos monofilamentos de Von Frey em todos os animais testados (dados não 
mostrados). 
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A microinjeção do agonista opióide µ (DAGO) na Hb teve efeito 
antihiperalgesico (barras vermelhas) na pata ipsilateral em todos os casos em que 
houve hiperalgesia mecânica, independente do ciclo estral (Fig. 23 - 26) 
A injeção de CFA intraplantar levou à formação de edema na pata ipsilateral 
independente do ciclo estral sendo significativo quando comparado ao grupo 
salina. A pata contralateral não apresentou alteração de volume em nenhuma fase 
do ciclo estral durante todo o período do teste. A microinjeção de DAGO na Hb 
não alterou o edema da pata causado pela injeção intraplantar de CFA (Fig. 27 – 
30). 
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Figura 23: Efeito antihiperalgesico da microinjeção de DAGO (1µg/0,5µl) na 
habênula de ratas as 4 horas após a injeção intra–plantar de CFA expresso como 
porcentagem de retirada da pata em dez estímulos aplicados a cada filamento na 
pata ipsilateral. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. n=20, sendo 5 
animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os animais injetados com 
salina na pata apenas, CFA os animais injetados com CFA na pata e salina na 
habenula e D + CFA representa os animais que foram microinjetados com DAGO 
na habenula e CFA intraplantar. 
*: p< 0,05 comparado com o controle (salina intra-plantar) 
#: p< 0,05 comparado aos animais que receberam tratamento com DAGO na 
habênula e CFA intra - plantar. 
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Figura 24: Efeito antihiperalgesico da microinjeção de DAGO (1µg/0,5µl) na 
habênula de ratas as 24 horas após a injeção intra–plantar de CFA expresso como 
porcentagem de retirada da pata em dez estímulos aplicados a cada filamento na 
pata ipsilateral. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. n=20, sendo 5 
animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os animais injetados com 
salina na pata apenas, CFA os animais injetados com CFA na pata e salina na 
habenula e D + CFA representa os animais que foram microinjetados com DAGO 
na habenula e CFA intraplantar. 
*: p< 0,05 comparado com o controle (salina) 
#: p< 0,05 comparado aos animais que receberam tratamento com DAGO na 
habênula e CFA intra - plantar. 
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Figura 25: Efeito antihiperalgesico da microinjeção de DAGO (1µg/0,5µl) na 
habênula de ratas as 48 horas após a injeção intra–plantar de CFA expresso como 
porcentagem de retirada da pata em dez estímulos aplicados a cada filamento na 
pata ipsilateral. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. n=20, sendo 5 
animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os animais injetados com 
salina na pata apenas, CFA os animais injetados com CFA na pata e salina na 
habenula e D + CFA representa os animais que foram microinjetados com DAGO 
na habenula e CFA intraplantar. 
*: p< 0,05 comparado com o controle (salina) 
#: p< 0,05 comparado aos animais que receberam tratamento com DAGO na 
habênula e CFA intra - plantar. 
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Figura 26: Efeito antihiperalgesico da microinjeção de DAGO (1µg/0,5µl) na 
habênula de ratas 4 – 5 dias após a injeção intra–plantar de CFA expresso como 
porcentagem de retirada da pata em dez estímulos aplicados a cada filamento na 
pata ipsilateral. (A) Proestro. (B) Estro. (C) Diestro I. (D) Diestro II. n=20, sendo 5 
animais por fase do ciclo estral. Sendo que S representa os animais injetados com 
salina na pata apenas, CFA os animais injetados com CFA na pata e salina na 
habenula e D + CFA representa os animais que foram microinjetados com DAGO 
na habenula e CFA intraplantar. 
*: p< 0,05 comparado com o controle (salina) 
#: p< 0,05 comparado aos animais que receberam tratamento com DAGO na 
habênula e CFA intra - plantar. 
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Figura 27: Medida do volume (mL) das patas das ratas em Proestro. (A) 4 horas, 
(B) 24 horas, (C) 48 horas e (D) 4-5 dias após a injeção de 0,1 mL de Salina ou 
CFA intra-plantar. Sendo Cl = contralateral e IL = ipsilateral. *p<0,01 comparado 
ao grupo controle (salina). 
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Figura 28: Medida do volume (mL) das patas das ratas em Estro. (A) 4 horas, (B) 
24 horas, (C) 48 horas e (D) 4-5 dias após a injeção de 0,1 mL de Salina ou CFA 
intra-plantar. Sendo Cl = contralateral e IL = ipsilateral. *p<0,01 comparado ao 
grupo controle (salina). 
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Figura 29: Medida do volume (mL) das patas das ratas em Diestro I. (A) 4 horas, 
(B) 24 horas, (C) 48 horas e (D) 4-5 dias após a injeção de 0,1 mL de Salina ou 
CFA intra-plantar. Sendo Cl = contralateral e IL = ipsilateral. *p<0,01 comparado 
ao grupo controle (salina). 
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Figura 30: Medida do volume (mL) das patas das ratas em Diestro II. (A) 4 horas, 
(B) 24 horas, (C) 48 horas e (D) 4-5 dias após a injeção de 0,1 mL de Salina ou 
CFA intra-plantar. Sendo Cl = contralateral e IL = ipsilateral. *p<0,01 comparado 
ao grupo controle (salina). 
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5. DISCUSSÃO 
 
5.1. Efeito da microinjeção de DAGO na habênula de ratas na resposta 
comportamental ao Teste de Formalina 
 
Neste estudo, a injeção sc de formalina 2,5% na pata posterior direita  de 
ratas provocou comportamentos característicos nas diferentes fases do teste, que 
refletem a intensidade da nocicepção. Uma questão relevante no estudo da dor é 
como transformar os comportamentos nociceptivos em dados objetivos para 
análise, para isto usamos os índices de dor D1 e o D2. O índice de dor D1 
(CODERRE et al., 1993) representa respostas comportamentais que envolvem 
manifestações sutis como o comportamento 1 (no qual o animal apenas apóia a a 
ponta dos dedos no chão da caixa de observação que pode estar representando 
“dor” ou apenas uma sensação de desconforto) e também os comportamentos 2 e 
3. O índice de dor D2 (WATSON et al., 1997) envolve apenas os comportamentos 
2 e 3 que são categorias bem definidas e aceitas de nocicepção. 
Os dados obtidos neste trabalho mostram que o ciclo estral não teve efeito 
na nocicepção causada pela formalina tanto no índice de dor D1 como no índice 
de dor D2.  
O ciclo reprodutivo da rata é não-sazonal, de ovulação espontânea e 
poliéstrica (LONG e EVANS, 1922; FREEMAN, 1994). Cada ciclo estral (análogo 
ao ciclo estral menstrual humano) dura de quatro a cinco dias e é dividido em: 
Proestro: tem duração de 12 – 14 horas, durante este período ocorre pico 
do hormônio luteinizante (LH), hormônio folículo estimulante (FSH), estradiol, e na 
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fase tardia depois da ovulação ocorre um pico de progesterona. Nesta fase ocorre 
o estro comportamental (cio). 
Estro: tem duração de 25 – 36 horas e no início estradiol e progesterona 
ainda estão elevados e LH e FSH estão em baixos níveis. 
Diestro I ou metaestro: tem duração de 6 – 8 horas, neste período a 
progesterona está elevada em função do corpo lúteo deste ciclo, enquanto que os 
níveis de estradiol e LH estão baixos e inicia-se o desenvolvimento dos folículos 
do próximo ciclo. 
Diestro II: duração de 24 – 36 horas, os níveis de progesterona estão mais 
baixos enquanto que os níveis de estradiol estão aumentando com o 
desenvolvimento dos folículos. 
VINCLER et al (2001) avaliaram os efeitos dos hormônios ovarianos 
circulantes no comportamento nociceptivo usando o teste de escape e o teste de 
formalina. Os autores mostraram que as ratas testadas na tarde do proestro 
(depois da ovulação) apresentaram uma menor latência do reflexo de escape  
(maior sensibilidade) comparando com diestro I. Estes autores também concluíram 
que as diferentes fases do ciclo estral não alteraram os comportamentos 
nociceptivos produzidos pela formalina 1% na fase aguda e na fase tônica do teste 
(foram registrados o número de flexões e sacudidas e o tempo de duração de 
mordedura e lambedura da pata injetada; categorias comportamentais 2 e 3 de 
DUBUISSON e DENNIS, 1977). Baseados nestes resultados estes autores 
sugerem que os hormônios ovarianos possam atuar de modo diferenciado 
modulando comportamentos associados com dor fásica e dor tônica. Além disto, 
em um estudo realizado por DEXHEIMER (2001) os tratamentos hormonais feitos 
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com progesterona e estradiol, progesterona ou somente estradiol em ratas 
ovariectomizadas, não alteraram o D1 ou D2 do teste de formalina. Estes dados 
estão de acordo com aqueles obtidos neste experimento. 
Porém, as divergências encontradas por vários autores sobre o efeito do 
ciclo estral na nocicepção pode ser explicado pelo fato dos estímulos nociceptivos 
serem de natureza diferente da formalina, que é um estímulo químico, e outros 
testes usam estímulos mecânico, térmico ou elétrico, sendo que o mecanismo de 
transmissão da nocicepção é diferente para os diferentes estímulos, também pelo 
período do dia (matutino, vespertino ou noturno) em que o teste foi conduzido, 
sendo que neste experimento não se leva em consideração este parâmetro e 
ainda os comportamentos observados pelos autores podem ser diferentes 
daqueles observados pelo nosso experimento. 
A transmissão da dor envolve eventos do sistema nervoso central e 
periférico e os hormônios gonadais podem interagir com estes sistemas em 
múltiplos níveis. Por exemplo aferentes silenciosos são fibras nervosas aferentes 
primárias que tipicamente não respondem à estimulação sensória não dolorosa, 
mas tornam-se ativos na presença de substâncias sensibilizantes. Por exemplo, 
aferentes chegando ao útero parecem ser menos sensíveis no diestro I e II e mais 
sensíveis no proestro e estro (BERKLEY e SATO, 1988). 
Outra possibilidade de mecanismos para os efeitos sensibilizantes dos 
hormônios nos aferentes primários pode estar relacionados com fator de 
crescimento neural (NGF) e alta afinidade dos receptores trka sugerindo que sua 
ligação está envolvida na sensibilização de aferentes primários e que durante o 
proestro a expressão do trka é suprarregulada nos neurônios do gânglio da raiz 
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dorsal. NGF também leva ao crescimento de neuritos e estes parecem ser mais 
sensíveis para o estímulo nocivo (FILLINGIM e NESS, 2000). Os hormônios 
gonadais alteram níveis de vários neuromoduladores envolvidos no 
processamento nociceptivo espinhal, incluindo substância P, aminoácidos como o 
GABA e glutamato e outros neurotransmissores (por exemplo: dopamina, 
serotonina e norepinefrina). GONZALEZ et al (2004) demonstrou que a 
progesterona regula a expressão do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 
na medula espinhal injuriada. Outros autores ainda mostraram que a 
progesterona, no sistema nervoso periférico, promove mielinização e este efeito 
pode ser extendido ao sistema nervoso central (KOENIG et al, 1995, AZCOITIA et 
al, 2003, DESARNAUD et al, 1998, MAGNAGHI et al, 2001).  
Os sistemas modulatórios da dor podem exibir uma sensibilidade diferente 
aos hormônios ovarianos, tais como os sistemas de supressão da dor envolvidos 
na atenuação da dor fásica, que são sensíveis ao ciclo estral, e os sistemas 
responsáveis para a modulação da dor tônica, que são insensíveis ao ciclo estral. 
Estes dados foram demonstrados por VINCLER et al (2001), sendo que as 
respostas de flexão e retirada da pata evocados por um estímulo elétrico fásico 
mas não pela formalina (estímulo tônico) são sensíveis aos hormônios ovarianos. 
Os esteróides sexuais alteram níveis de vários neuromoduladores 
envolvidos no processamento espinhal nociceptivo, incluindo a substância P 
(DUVAL et al., 1996; KERDELHUE et al., 1985), aminoácidos tais como o GABA e 
glutamato, e outros transmissores (dopamina, serotonina e norepinefrina) (SMITH, 
1994). Sabe-se que existem interações recíprocas entre opióides endógenos e 
sistemas dos hormônios gonadais. Por exemplo, estrógenos e progesterona 
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modulam os níveis de LH e os peptídeos opióides inibem a secreção de LH 
(SILBERSTEIN et al, 1993). O LH dessensibiliza os receptores opióides cerebrais, 
os quais estão profundamente implicados na modulação da dor, podendo 
aumentar a sensibilidade à dor (FILLINGIM e NESS, 2000). 
A microinjeção de DAGO (1µg/0,5µL) na Habênula mostrou diferentes 
efetividade antinociceptiva deste opióide entre as fases do ciclo estral no teste de 
formalina já na etapa 1 do teste, quando medido tanto pelo D1 como pelo D2. A 
sensibilidade ao DAGO foi maior nos animais em Proestro do que em Diestro I e 
Diestro II para D1.  E, na etapa 2, os animais em Diestro II e Diestro I foram 
menos sensíveis que Estro e Proestro em D1 e D2. Na etapa 3 os animais em 
Estro e Proestro foram mais sensíveis que Diestro I para D1. O índice de dor D2 
mostra que os animais em Proestro e Estro foram mais sensíveis ao DAGO que 
Diestro II. Nas outras etapas do teste não foram observadas diferenças na 
sensibilidade ao efeito antinociceptivo do DAGO ao longo do ciclo estral. Portanto, 
os animais que se encontravam em Diestro I ou Diestro II, ou seja, nos períodos 
de baixa secreção ovariana não mostraram sensibilidade ao efeito antinociceptivo 
do DAGO e o efeito antinociceptivo foi melhor observado com o índice de dor D1. 
Portanto, o índice de dor D1 é mais sensível que o D2, pois leva em consideração 
o comportamento 1. 
Em um estudo feito por LIMONTA et al (1989) mostraram que o número de 
receptores µ varia durante as diferentes fases do ciclo estral, com significante 
aumento na manhã do proestro. O número de receptores µ no proestro poderia 
estar aumentado devido à influência do estradiol secretado em grande quantidade 
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nesta fase. Com base neste resultado, talvez seja possível pelo menos em parte 
explicar a maior sensibilidade das ratas em Proestro e Estro ao efeito 
antinociceptivo do DAGO na fase inflamatória do teste. 
DEXHEIMER (2002) mostrou que em ratas ovariectomizadas tratadas com 
progesterona, estradiol ou progesterona e estradiol não tiveram efeito significativo 
sobre a analgesia produzida pelo DAGO icv tanto no índice de dor D1 quanto no 
D2 porém, neste estudo, não foi avaliada a resposta na interfase. Estudos de 
BANERJEE et al (1983) mostraram que a sensibilidade para a morfina (agonista µ 
e κ) varia nos diferentes estágios do ciclo estral no teste de retirada da cauda e 
relataram que, ao contrário da formalina, ocorreu aumento da sensibilidade para 
morfina na tarde do diestro I e II. FILLINGIM e NESS (2000) mostram que, de 
forma geral, condições caracterizadas por estradiol elevado ou acompanhado por 
progesterona estão associadas com aumentada resposta ao estímulo doloroso e 
diminuída resposta analgésica para farmacoterapia opióide. Estes dados não 
estão de acordo com os obtidos em nosso experimento, onde os animais em 
Estro, que apresentam níveis elevados de progesterona e estradiol apresentam 
sensibilidade aumentada ao efeito do DAGO nas etapas 2 e 3 do teste, para os 
índices de dor D1 e D2. Porém, segundo KRZANOWSKA e BODNAR (1999), os 
hormônios circulantes podem também prevenir a expressão total da analgesia 
através de mudanças na responsividade para os opióides que pode ser muito 
sensível em estágios em que os hormônios gonadais estão em atividade máxima. 
Este resultado sugere que o aumento da concentração hormonal pode induzir a 
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uma diminuição na sensibilidade à dor se comparada às ratas com menor 
concentração hormonal. 
Portanto, tanto D1 quanto D2 foram significativamente afetados pela 
administração do analgésico opióide µ na Habênula, sendo que a nocicepção foi 
reduzida significativamente em relação ao grupo controle. 
Como sugerido por HENRY et al (1999) a interfase do teste de formalina é 
uma fase inibitória ativa, não sendo, portanto, uma fase de falta de excitação. 
Kaneko e Hammond (1997) mostraram que durante a interfase há ativação da 
transmissão GABAérgica A espinhal sendo que o pre-tratamento com o 
antagonista GABA A (bicuculina) aumenta o índice de dor nos animais injetados 
com formalina. Em nosso estudo, a sensibilidade ao DAGO foi maior neste 
período do teste (etapas 1 e 2 neste estudo) para os animais em Proestro e Estro, 
sugerindo que altos níveis de hormônios gonadais na interfase são importantes 
potencializadores do efeito da microinjeção de opióide µ na habênula.  
Este trabalho mostra ainda a participação da Habênula no sistema 
antinociceptivo descendente, sendo que dependendo da fase do ciclo estral, a 
microinjeção de DAGO na habênula diminui a nocicepção causada pela formalina, 
estando de acordo com TERENZI et al (1990) que mostraram antinocicepção 
provocada por estimulação elétrica e química do complexo habenular e sua 
sensibilidade a agonistas sistêmicos (morfina, norepinefrina, acetilcolina, 
dopamina e 5-HT).  
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5.2. Medida das atividades das enzimas Sintases do NO na medula espinhal 
de ratas submetidas ao Teste de Formalina 
 
Neste trabalho, a atividade basal das enzimas não apresentou diferenças 
significativas ao longo do ciclo estral para as duas isoformas testadas da enzima 
sintase do óxido nítrico na medula espinhal, a NOS cálcio – dependente (NOSc) e 
a NOS cálcio – independente (NOSi). No entanto, noventa minutos após a injeção 
de formalina os animais mostraram um aumento significativo e dependente do 
ciclo estral na atividade da enzima NOS cálcio – dependente em relação ao basal. 
Os animais em Diestro I apresentaram um aumento significativo na atividade desta 
isoforma quando comparado aos animais em Proestro. A medida da atividade da 
enzima NOS cálcio – independente na medula espinhal mostrou também um 
aumento significativo, porém apenas os animais em Diestro I apresentaram um 
aumento nesta atividade em relação às outras fases do ciclo estral. A microinjeção 
de DAGO na Hb reduziu significativamente a atividade das enzimas NOS induzida 
e NOS constitutiva apenas nos animais em Diestro I. 
Vários estímulos nocivos induzem a síntese de NO, como a dor tátil (BUDAI 
et al, 1995) e o uso de inibidores da NOS inibem a nocicepção na segunda fase do 
teste de formalina (MOORE et al, 1991; HALEY et al, 1992; MACHELSKA et al., 
1997). Além disto, LARSON et al (1999) mostraram que os efeitos inibitórios do L-
NAME e 7-NI (antagonistas não-seletivo da NOS e seletivo da nNOS, 
respectivamente) na contorção induzida por ácido acético tanto quanto na medida 
da atividade da nNOS na medula espinhal em animais tratados com estas drogas 
suportam o conceito de que o NO é um mediador da nocicepção. Estudos 
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recentes mostram que secções nos nervos induzem um dramático aumento no 
número de células positivas para RNAm da sintase do NO encontradas no gânglio 
da raiz dorsal ipsilateral (VERGE et al., 1992). LAM et al (1996) mostraram que na 
porção L4 - L5 da medula espinhal de ratos injetados  previamente com formalina 
24 horas ou 1 semana, aumentou o número de neurônios positivos para nNOS no 
corno dorsal ipsilateral. Estes achados sugerem que neurônios positivos para NOS 
podem ser induzidos por estímulos nocivos.  
Nossos resultados estão de acordo com diversos estudos que confirmam a 
participação do NO no processamento da informação nociceptiva na medula 
espinal (LEE et al, 1992; MELLER e GEBHART, 1993; RIVOT et al., 2002) e não 
excluem a possibilidade de que o NO possa estar envolvido também nos 
mecanismos descendentes inibitórios que modulam a informação nociceptiva na 
medula espinal. 
Em um estudo feito por WEINER et al (1994) mostraram que durante a 
gestação ocorre um aumento na atividade da NOS cálcio-dependente na artéria 
uterina, no coração, rim, músculo esquelético, esôfago e cerebelo. O aumento na 
atividade da NOS no cerebelo durante a gestação foi inibida pelo tamoxifen 
(antagonista de receptor de estrógeno). O tratamento feito com estradiol (mas, não 
com progesterona) também aumentou a atividade da NOS cálcio-dependente nos 
tecidos analisados tanto em fêmeas quanto machos. Não houve nenhuma 
mudança significativa na atividade da enzima NOS cálcio-independente durante a 
gestação ou após a administração de hormônios sexuais. Tanto a gestação como 
o tratamento com estradiol aumentaram a quantidade de RNAm para isoenzimas 
eNOS e nNOS no músculo esquelético, sugerindo que o aumento da atividade da 
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NOS resulta na indução da enzima. Com estes dados, os autores sugeriram que 
as enzimas NOS cálcio-dependentes estão sujeitas a regulação por estrógeno, 
discordando dos dados obtidos neste estudo, sendo que não houve diferença na 
atividade basal dessas enzimas ao longo do ciclo estral. Isto poderia ser explicado 
pelo fato de que WEINER et al (1994) usaram como modelo animal porcas 
gestantes tratadas durante 5 dias com estradiol, progesterona ou testosterona e 
neste trabalho foram usadas ratas. 
No entanto, quando o estímulo nocivo da formalina foi aplicado em nossos 
animais, encontramos que a atividade das NOS na medula aumentou 
significativamente, e principalmente nos animais em Diestro I (fase de baixos 
níveis de hormônios gonadais). 
No entanto, vale ressaltar que nossos resultados não mostram haver uma 
correlação entre os comportamentos nociceptivos (índice de dor 1 e 2), que não 
sofrem alteração com o ciclo estral, e o aumento da atividade das NOS 
constitutiva e induzida que é sensível ao ciclo estral (ver próxima seção para uma 
discussão da hiperalgesia, que correlaciona com a atividade das NOS) . Os 
animais com baixos níveis de hormônios gonadais (Diestro I) apresentam maior 
atividade das NOS  espinhais após formalina e esta pode ser inibida por DAGO na 
habênula (supraespinhal) sugerindo que a atividade da NOS espinhal é passível 
de sofrer modulação por mecanismos inibitórios descendentes. 
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5.3. Efeito da microinjeção de DAGO na Habênula de ratas sobre o Teste de 
Hiperalgesia Mecânica 
 
5.3.1 Efeito sobre a Hiperalgesia Mecânica causada pela injeção intra-
plantar de Formalina 2,5% 
 
A Hiperalgesia é uma sensação dolorosa provocada por estímulos não 
nocivos e que apresenta pelo menos duas causas: a reorganização anatômica das 
fibras Aβ e a diminuição do limiar mecânico dos nociceptores localizados 
perifericamente.  
Como visto anteriormente, o modelo da formalina é caracterizado por dois 
tipos distintos de nocicepção. Diversos autores têm proposto que a primeira fase 
da nocicepção causada pela formalina envolve a estimulação química direta dos 
nociceptores (DUBUISSON e DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al., 1985), 
principalmente das fibras aferentes do tipo C e também, em parte, das fibras Aδ 
(HEAPY et al., 1987). A formalina também é capaz de degranular mastócitos 
causando a liberação de histamina e serotonina (FUJIMAKI et al., 1992). Estudos 
recentes realizados por PARADA et al (2001), com uso de antagonistas 
específicos mostraram a participação de receptores H1 para histamina tanto na 
primeira quanto na segunda fase da nocicepção induzida por formalina, enquanto 
que os receptores H2 não parecem estar envolvidos neste modelo de dor. Além 
disso, animais com deleção gênica dos receptores H1 também confirmam o 
envolvimento desses receptores nas duas fases da dor induzida pela formalina 
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(MOBARAKEH et al, 2000). No que diz respeito à participação da serotonina na 
nocicepção causada pela formalina, existem evidências indicando que os 
receptores do tipo 5-HT3/4possam estar envolvidos tanto na primeira quanto na 
segunda fase desse modelo de nocicepção, enquanto que os receptores 5-HT1A 
parecem ter participação apenas na segunda fase. A ativação direta do nociceptor 
por histamina e serotonina libera neuropeptídeos como substância P, neurocinina 
A, neurocinina B e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) 
(SANTOS e CALIXTO, 1997A; CAO et al, 1998), além de aminoácidos excitatórios 
como o glutamato e o aspartato (OMOTE et al, 1998). Estes mediadores químicos 
parecem ser os responsáveis pela nocicepção transitória observada entre 0 e 5 
min após a injeção de formalina. A entrada de estímulos no SNC ativa as vias 
descendentes inibitórias analgésicas (como as opioidérgicas). No comportamento, 
pode ser observada uma interfase após a aplicação de formalina, período no qual 
neuropeptídeos, aminoácidos excitatórios e produtos da degranulação de 
mastócitos durante a primeira fase causam extravasamento plasmático, 
vasodilatação de capilares vizinhos, ativação de fibras simpáticas, mastócitos e 
macrófagos. Este processo produz liberação de vários outros mediadores do 
processo inflamatório, tais como as cininas, prostaglandinas, ATP, NGF, citocinas 
dentre outros. Em conjunto, estas substâncias interagem com receptores 
específicos ativando os nociceptores e as células do sistema imune. Este 
processo produz sensibilização das vias periféricas e centrais (espinhais e supra-
espinhais) da condução da dor, característica da segunda fase da nocicepção 
(fase inflamatória), observada após o período de latência (HUNSKAAR e HOLE, 
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1987; SHIBATA et al., 1989; CORRÊA e CALIXTO 1993; TJØLSEN e HOLE, 
1997). 
Sabe-se que estímulos nociceptivos não lesivos causam ativação de 
receptores ionotrópicos AMPA e cainato que provocam o influxo de íons sódio no 
neurônio sensorial, produzindo uma sensação de nocicepção transitória (para 
revisão ver HUDSPITH, 1997; WOOLF e SALTER, 2000).  
FU et al. (2000) mostraram que a hiperalgesia de longa duração se 
desenvolve na segunda fase do teste de formalina e sugere que a sensibilização 
central durante a fase inflamatória do teste e possivelmente uma ativação 
microglial produzida por inflamação periférica são necessárias para a produção de 
Hiperalgesia de longa duração. 
Neste trabalho mostramos que a injeção de formalina na pata induziu 
sensibilidade ao estímulo mecânico aos 90 minutos após a injeção do estímulo 
nocivo. Este efeito foi sensível ao ciclo estral, sendo que os animais em Diestro I 
mostraram sensibilidade mecânica maior, sendo mais sensíveis que Proestro a 
partir do filamento de 4g e de Diestro II apenas com o filamento de 15g. O 
desenvolvimento de Hiperalgesia mecânica à formalina correlaciona-se 
perfeitamente com o aumento da atividade das NOS espinhais (ver seção anterior) 
de forma que o NO poderia estar envolvido na sensibilização central que levam à 
Hiperalgesia. Assim como esta sensibilização seria menor quando os níveis de 
hormônios estão mais elevados. 
Uma comparação feita por COYLE et al. (1996) do desenvolvimento da 
Hiperalgesia por ratas intactas e ovariectomizadas medida pelos filamentos de 
Von Frey, resultou na diminuição na incidência do desenvolvimento de 
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Hiperalgesia no grupo ovariectomizado, mostrando então que os hormônios 
ovarianos ou seus metabólitos podem contribuir para o desenvolvimento maior de 
Hiperalgesia em fêmeas, estando o nosso trabalho de acordo com esta 
observação. 
Tanto a dor neuropática quanto a dor inflamatória provocam 
hipersensibilidade no local do dano tecidual e também em tecidos adjacentes 
normais dando origem aos fenômenos conhecidos como hiperalgesia e 
Hiperalgesia. Considerando-se que a Hiperalgesia mecânica (dor patológica e 
persistente que é produzida por estímulos mecânicos anteriormente inócuos) é um 
dos sintomas clínicos mais comuns presente na dor de origem neuropática, 
investigou-se no presente estudo a possível propriedade antialodínica do DAGO 
no modelo de dor inflamatória causada pela formalina como também no modelo de 
nocicepção inflamatória persistente causada pela injeção de CFA. 
Neste trabalho, a microinjeção de DAGO na habênula teve efeito 
antialodínico, sendo dependente do ciclo estral. Ou seja, o efeito do DAGO foi 
significativo em Estro, Diestro I e Diestro II, mas não em Proestro. 
 
5.3.2 Efeito sobre a Hiperalgesia Mecânica causada pela injeção 
intraplantar do adjuvante completo de Freund (CFA) 
 
A injeção intraplantar de CFA (composto por bactérias mortas de 
Mycobacterium tuberculosis) em animais constitui um modelo de dor inflamatória 
crônica que tem similaridade com doenças crônicas humanas tais como a artrite 
reumatóide e as inflamações severas nas articulações (TJØLSEN e HOLE, 1997). 
 82 
Em conseqüência, a injeção de CFA causa hiperalgesia e Hiperalgesia. Este efeito 
é mediado pela sensibilização local do nociceptor e por mecanismos sistêmicos 
neuronais (como a sensibilização central) e imunes (como o aumento dos níveis 
locais e séricos de citocinas) (WOOLF et al, 1997; SAMAD et al, 2001).  
Neste trabalho mostramos que a injeção de CFA intraplantar causou 
sensibilização mecânica aos monofilamento de Von Frey independente do ciclo 
estral na pata ipsilateral, sendo que este efeito foi significativo já às 4 horas após a 
injeção a partir do filamento de 4g para as ratas em Estro, Proetro e Diestro II e a 
partir do filamento de 6g para as ratas em Diestro I. Porém, a pata contra-lateral 
não apresentou mudanças na sensibilidade mecânica em todos os animais 
testados. O CFA induziu Hiperalgesia mecânica mais intensa e duradoura que a 
formalina. Interessantemente, os animais com altos níveis de progesterona (Estro)  
parecem ser os mais sensíveis, ao contrário de quando a formalina foi o estímulo 
alodínico. A diferença resulta difícil de ser explicada. 
Por sua vez, a microinjeção de DAGO na habênula teve efeito antialodínico 
independente do ciclo estral o que sugere que outros mecanismos além do NO 
seriam responsáveis pela Hiperalgesia resultante da injeção de CFA periférico. 
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6. CONCLUSÕES 
 
• A resposta comportamental à formalina  não é sensível ao ciclo estral. No 
entanto, a sensibilidade à microinjeção de DAGO na habênula é maior nas fases 
de altos níveis de hormônios ovarianos (proestro e estro). 
• O efeito antinociceptivo do DAGO foi notado apenas na interfase da resposta 
à formalina sugerindo que os mecanismos inibitórios descendentes ativados neste 
período são potencializados pelos hormônios ovarianos.  
• Os hormônios ovarianos inibem o aumento da atividade das enzimas NOS 
constitutiva induzida e o desenvolvimento da Hiperalgesia mecânica à formalina. 
• A Hiperalgesia mecânica causada pelo CFA, ao contrário daquela causada por 
formalina, parece ser aumentada pelos altos níveis de hormônios ovarianos, em 
especial progesterona. 
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